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Streszczenie. W prezentowanej pracy przy uzyciu metody NIRS analizowano 6552 mu-
tanty pokolenia My. Zawarto$¢ oleju wahata si¢ od 23,1 do 54,6%, biatka od 15,1-32,0%, gluko-
zynolanéw od 0,2-140,6 mM-g"', sinapiny od 0,36-1,71%, a kwasu fitynowego od 9,9-14,4%.
Generalnie stwierdzono wyrazne zwigkszenie zmiennosci badanych cech u mutantéw w poréwnaniu
do linii wyjsciowej DH-0120. U kilku wybranych mutantéw wykonano dodatkowo analizy metoda
HPLC i GLC celem oszacowania wiarygodno$ci wynikéw otrzymanych przy zastosowaniu metody
NIRS. W badanych nasionach najwigksze, kilkunasto procentowe zréznicowanie stwierdzono
w spektrum kwasow thuszczowych.

Stowa kluczowe: NIRS, rzepak, sinapina, glukozynolany, kwasy thuszczowe.

WSTEP

W zwiazku z nadprodukcja zb6z w $wiecie jak i rowniez w Polsce, obserwuje
si¢ tendencje wyraznego zwigkszenia zainteresowania olejem rzepakowym, ze
szczegblnym zwrdceniem uwagi na jakosé¢, ktora musi by¢ inna w przypadku
uzycia dla celow przemystowych, a inna dla celéw spozywczych [8,27]. Wartos¢
pokarmowa i przemystowa nasion rzepaku zalezy od zawartoéci oleju, biatka
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i sktadnikéw antyzywieniowych (glukozynolany, sinapina, kwas fitynowy) oraz
spektrum kwasow thuszczowych. Glukozynolany sa w sferze zainteresowan
hodowcow ze wzgledu na fakt, ze ich obecnos¢ w maczce rzepakowej obniza jej
warto$§¢ pokarmowa. U zwierzat gospodarskich glukozynolany sa przyczyna
wielu schorzen zotadka, nerek i tarczycy [13]. W 1973 roku Hobson-Frohock
iinn. wykazali, ze "rybi zapach" jaki niekiedy wystgpuje w kurzych jajach
o brazowej skorupie spowodowany jest karmieniem drobiu maczka rzepakowa
zawierajaca sinapine [9]). Pdzniejsze prace [8,26] wykazaty, ze w obrebie rodzaju
Brassica istnieje duza zmienno$¢ w zawartosci sinapiny oraz, ze istnieje mozli-
wos¢ selekcji form o obnizonej zawarto$ci tego sktadnika. Kwas fitynowy
w nasionach rzepaku wigze makro- i mikroelementy (Ca, K, P, Cu, Zn, Mn, Fe),
ktore z punktu widzenia dobra rosliny sa pozadane, gdyz odgrywajq istotng rolg
podczas kietkowania nasion. Sa jednak niepozadane, zwlaszcza ze wzgledow
srodowiskowych, poniewaz wszystkie zwierzgta poza przezuwaczami nie potrafia
wykorzysta¢ pierwiastkow powigzanych z kwasem fitynowym i wydalaja je do
srodowiska. Stanowi to istotny problem przy wielkotowarowej produkcji zwie-
rzegcej [10]. Sukces w pracach hodowlanych poprawiajacych cechy jako$ciowe
nasion uzalezniony jest od dostgpnosci odpowiednich metod pozwalajacych je
zmierzy¢. W przypadku hodowli jakosciowej rzepaku znaczacy postgp dokonat
sie po opracowaniu metod chromatograficznych pozwalajacych oceni¢ sktad
kwasow thuszczowych na podstawie analizy potowy nasiona [4,5], co przyczynito
si¢ znacznie dla poprawienia jakoS$ci oleju rzepakowego [13]. Opracowanie taniej
i szybkiej metody pozwalajacej oceni¢ zawarto$¢ zwigzkéw chemicznych
w nasionach rzepaku nie niszczacej genotypu rozpoczgto juz w latach 80-tych
[2,3,12]. Ma to szczegdlne znaczenie w hodowli mutacyjnej, ktéra wymaga analiz
olbrzymich populacji roslin. Metody analiz chemicznych, takie jak wysoko-
ci$nieniowa chromatografia cieczowa (HPLC) czy chromatografia gazowa (GLC)
sa pracochtonne, kosztowne i niszczace jednoczesnie badany genotyp. Stad tez
praktyka hodowlana dla szybkiej realizacji programéw poprawiajacych jakosc¢
nasion potrzebuje metod nie uszkadzajacych badanego genotypu. Taka metoda
przydatna dla oceny cech bez uszkadzania genotypu dla niektérych gatunkow
okazata si¢ metoda spektrometrii odbiciowej w bliskiej podczerwieni NIRS
[1,6,7,20,21,22,24].

Celem prezentowanej pracy byla ocena przydatnosci metody NIRS dla
okreslenia zawartosci glukozynolandw, sinapiny, kwasu fitynowego i kwaséw
thuszczowych w nasionach rzepaku.
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MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowily mutanty pokolenia My otrzymane w wyniku
traktowania nasion linii DH-0120, N-nitrozo-N-metylo — mocznikiem (NMU)
i azydkiem sodu (SA) w dawkach 1,5 1 2,5 mM przez 3 godziny oraz linia wyjs-
ciowa DH-0120. Analizy wykonano przy uzyciu spektrofotometru (NIRS model
6500, NIR system Inc., Silversprings, MD, USA). Spektra odbiciowe (log 1/R)
w zakresie od 400 do 2500 nm mierzono przy interwale 2 nm. Kazda analizowana
proba zawierata okoto 300 mg catych nasion. Ogélem, przy zastosowaniu metody
spektrometrii odbiciowej w bliskiej podczerwieni (NIRS) analizowano zawartos¢
oleju, biatka, glukozynolanow, sinapiny i kwasu fitynowego w probach nasion
zebranych z 6552 samozapylanych mutantéw pokolenia M. Mutanty te rosty na polu
do$wiadczalnym Instytutu Genetyki Roslin PAN w Cerekwicy w sezonie wege-
tacyjnym 1999/2000 .

Na podstawie zawarto$ci glukozynolandéw i sinapiny otrzymanych z analiz
NIRS wyselekcjonowano mutanty o obnizonej zawarto$ci tych skladnikow.
Mutanty te postuzyly dla wykonania analiz poréwnawczych metodami NIRS,
HPLC (wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa) i GLC (chromatografia
gazowa). Zawarto$¢ glukozynolanoéw i sinapiny okreslono metoda HPLC, gdzie
odpowiednio 100 i 20 mg nasion po zmieleniu poddano ekstrakcji zgodnie z me-
toda opisana przez Thies [18,19]. Sktad kwasow thuszczowych oceniono metoda
GLC na prébach przygotowanych wedtug metody podanej przez Thies [17] przy
uzyciu modelu chromatografu gazowego Perkin-Elmer 800.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wsréd analizowanych form mutantéw stwierdzono wyrazne zwigkszenie
zakresu zmiennosci badanych cech w poréwnaniu do homozygotycznej linii
wyjsciowej DH-0120 (Tab. 1). U badanych mutantéw najwigkszy zakres zmien-
noéci stwierdzono odnoénie zawartosci glukozynolanéw (0,2-140,6 uM-g™")
i sinapiny (0,36-1,71%,). Zawartos$¢ oleju u mutantéw wahata si¢ od 23,1-54,6%,
biatka od 15,01 do 32,06% a kwasu fitynowego od 9,9-14,4%. Podobne znaczne
zwigkszenie zakresu zmiennosci tak cech ilosciowych jak i jakosciowych
u rzepaku po zastosowaniu mutagendow opisuja tacy autorzy jak: Syed i inn. [16],
Robbelen [13,14] oraz Spasibionek i inn. [15]. Wyniki prezentowane w niniejszej
pracy jak i dane literaturowe dowodza mozliwosci otrzymania ulepszonych
odmian rzepaku na drodze bezposredniej mutagenezy lub tez dalszej hodowli
rekombinacyjne;.
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Analiza poréwnawcza glukozynolanow oraz kwaséw ttuszczowych (Tab. 2)
wykonana metoda NIRS oraz GLC wykazata kilkunasto procentowe réznice
pomigdzy wynikami otrzymanymi przy zastosowaniu tych metod. Podobng zalez-
no$¢ obserwowano w zawarto$ci glukozynolanow i sinapiny u analizowanych
mutantow z grupy J wykonanych metoda NIRS i HPLC (Tab. 3). Roznice te
spowodowane zostaty warunkami pomiarowymi NIRS (wilgotno$¢ i temperatura
otoczenia w trakcie pomiaru oraz wilgotno$cia nasion). Podobne préby wyko-
rzystania metody NIRS do analiz zwiazkdéw antyzywieniowych (glukozynolany,
sinapina) przedstawili Velasco i Becker [21], Velasco i Mollers [24], Velasco
i Mollers [25]. Wymienieni wyzej autorzy obserwowali roznice pomigdzy wartos-
ciami analizowanych cech po zastosowaniu podobnych metod analiz jak
w prezentowanej pracy. Nie umniejsza to jednak wartosci NIRS jako skutecznej,
szybkiej i tanszej metody selekcji materiatlow roslinnych w poréwnaniu z bardziej
doktadnymi, ale drogimi i niszczacymi nasiona jak np. HPLC. Zwlaszcza, jesli
selekcja prowadzona jest na duzych populacjach we wczesnych pokoleniach
mutacyjnych.

Badania zawartosci kwasu fitynowego oznaczone w nasionach mutantow
rzepaku metoda NIRS nie wykazatly znaczacego zréznicowania, poniewaz wstgpna
kalibracjg¢ spektrometru dokonano w oparciu o kolorymetryczne oznaczenie
zawartosci tego sktadnika. W dalszych badaniach zamierza si¢ dokona¢ kalibracji
spektrometru w oparciu o analizy HPLC dotyczace zawartoéci kwasu fitynowego,
co pozwoli na doktadniejszy odczyt danych.

Tabela 1. Zmienno$¢ zawartosci oleju, biatka, glukozynolanéw (gls), sinapiny oraz kwasu fitynowego
w nasionach mutantéw rzepaku ozimego (pokolenie My) i form kontrolnych (linia DH-0120) oszacowana
metoda NIRS

Table 1. Variability in oil, protein, glucosinolates (gls), sinapine and phytic acid content in seeds of winter
oilseed rape mutants (M, generation) and control forms (line DH-0120) estimated by NIRS method

Zawartos¢ analizowanych sktadnikow

Faem Liczba K
Y ro$lin olej biatko gls sinapina fityx:v;vsvy
[%] [%] wMg']  [mgg’) %]
DH-0120 42 44,00£1,0 24,0+1,2 8,0£1,4 0,80+0,06 11,0£0,5

mutanty 6552 23,08-54,63 15,01-32,06 0,2-140,6 0,36-1,71 9,9-14,42
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Tabela 2. Zawarto$¢ glukozynolanéw (gls) oraz kwaséw tluszczowych w nasionach mutantow
rzepaku ozimego (mutanty M, wybrane na podstawie analiz NIRS z obnizona zawartoscia gls)
i formy kontrolnej (linia DH-0120) analizowana metoda NIRS, HPLC i GLC

Table 2. The content of glucosinolates (gls) and fatty acids in seeds of winter oilseed rape mutants
(mutants with reduced content of gls chosen after NIRS analyses) and control form (line DH-0120)
estimated by NIRS, HPLC and GLC method

gls [uM-g™] Kwasy ttuszczowe [%]
Formy | .(0- e Cl8:1* C18:2* Cl18: 3% €22:¢ 1%
N(Ijlgs HPLC metoda metoda metoda metoda metoda metoda metoda metoda
NIRS GLC NIRS GLC NIRS GLC NIRS GLC
D 11,8 8,8 47,0 54,8 25,5 24,2 6,3 10,6 -0,5 0,0
0120
mutanty

G-1 8,3 52 56,1 63,6 27,6 19,3 8,0 74 9,0 0,0
G-2 125 6,6 56,1 61,7 27,5 19,8 9,2 83 -8,7 0,0
9,3 6,3 585 658 228 17,9 8,7 6,9 -6,1 0,0
49 3.5 57,1 68,3 24,8 17,2 79 6,7 -8,8 0,0
6,7 6,6 59,0 60,0 280 20,5 10,2 70 -11,4 0,0
6,9 7.4 56,0 66,9 20,2 17:3 7,8 58  -11,5 0,0
7,8 6,5 64,0 688 18,4 160 64 59 -8,7 0,0
4,1 7,6 604 68,6 222 16,6 6,2 51 -8,4 0,0
6,5 54 60,3 658 22,1 17,7 6,5 6,4 -8,3 0,0
G-10 72 5,6 53,9 68,1 25,9 16,0 8,3 59 -7,6 0,0
G-11 41 5,7 550 675 21,7 16,7 6,1 6,2 -7,9 0,0
*/ C18:1 — kwas oleinowy, C18:2 — kwas linolowy, C18:3 — kwas linolenowy, C22:1 — kwas erukowy

oo
\oooxlc[\u“z:.u

Tabela 3. Zawarto$¢ glukozynolandéw (gls), sinapiny oraz kwasu fitynowego w nasionach wybra-
nych linii rzepaku ozimego (mutanty My z obnizong zawarto$cia gls) i formy kontrolnej (linia DH-
0120) analizowana metoda NIRS i HPLC

Table 3. The content of glucosinolates (gls), sinapine and phytic acid in seeds of chosen lines of
winter oilseed rape (M4 mutants with reduced gls content) estimated by NIRS and HPLC method

e By 0.8 B Kwas
Fog gls [pM-g™'] Sinapina [mg-g™'] fitynowy [%]
metoda metoda metoda metoda metoda
NIRS HPLC NIRS HPLC NIRS
DH-0120 11,78 8,80 8,61 6,81 12,77
linie
J-1 1,10 6,60 0,38 6,61 12,98
J-2 115 5,60 0,41 7,45 11,67
J-3 1,29 7,60 0,45 9,62 11,71
J-4 4,46 7,20 6,97 7,47 12,05
J-5 5,20 9,70 5,86 7,87 11,59
J-6 2,20 7,30 2,21 9,30 11,60
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10.

11.

WNIOSKI

Analiza zawartosci sktadnikéw biochemicznych w nasionach rzepaku wyko-
nana metoda NIRS jest bardzo efektywna, tania i nie niszczaca badanego
genotypu.

NIRS, pomimo réznic obserwowanych przy oznaczeniach innymi metodami,
mozna z powodzeniem rekomendowaé dla wstgpnej, szybkiej selekcji
pozadanych genotypow.
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Abstract. The aim of presented paper was to evaluate the possibility of using near-infrared
reflectance spectroscopy (NIRS) as a rapid and non-destructive method to estimate the fatty acid,
sinapine, glucosinolates and phytic acid content in intact seeds of oilseed rape. Generally, 6552
mutants of M, generation of winter oilseed rape using NIR spectroscopy were analysed. The content
of oil varied from 23,1 to 54,6%, protein from 15,1-32,0%, glucosinolates from 0,2-140,6 uM g,
sinapine from 0,36-1,71%, and phytic acid from 9,9-14,4%. The variability of investigated traits
was much higher in mutants compare to the control line DH-0120. In a few chosen mutants the
additional analyses with applying HPLC and GLC were done. The aim of these analyses was to
evaluate the credibility of results obtained by using NIRS method. In investigated seeds the highest

diversity has been found in the fatty acids composition.
Keywords: NIRS, rapeseed, sinapine, glucosinolates, fatty acids.



