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Cel zadania

Przeprowadzenie szczegdtowej analizy badanego materiatu roslinnego w odniesieniu do ekspresji cech
fenotypowych, decydujacych o warto$ci gospodarczej danego genotypu. Nalezg do nich zawartos¢
poszczegdlnych kwasoéw thuszczowych w oleju nasion, glukozynolanéw w $rucie, oraz odporno$¢ na
stresy abiotyczne i biotyczne.

Materiasy i metody

Material ro$linny stanowito 58 genotypéw obejmujacych: 2 linie mutantow typu HO (od 78,6
do79,5%), 10 rekombinantow typu HO z wysoka zawarto$cig kwasu oleinowego (od 79,3 do 82,2%),
1 linie mutanta typu LL ze znacznie obnizong zawarto$cig kwasu linolenowego (do 1,5%),
23 rekombinanty typu HOLL (uzyskane w wyniku krzyzowania mutantéw typu HO i LL) z wysoka
zawartoscig kwasu oleinowego (od 75,0 do 81,5%) i niska zawartoscig kwasu linolenowego (od 2,2 do
4,5%), 10 rekombinantdw o wysokiej zawartosci thuszczu (od 49,2 do 50,9%), 12 rekombinantow
0 ekstremalnie niskiej zawartosci sumy glukozynolanéw alkenowych (od 0,2 do 0,9uM g™nasion).

W trakcie wegetacji w szkotkach hodowlanych linie mutantow i rekombinantéw rzepaku oceniano pod
wzgledem glownych cech agronomicznych: stan roslin po zimie (bonitacja przezimowania, skala 1-9
stopni), poczatek kwitnienia (liczba dni od 01.01.2014), dlugos¢ kwitnienia (liczba dni od
01.01.2014), wyleganie (skala 1-9°). Na podstawie obserwacji cech zwiazanych z morfologia roslin
mutantéw oraz rekombinantow (pokrdj rosliny, intensywnos$¢ kwitnienia) przeprowadzono selekcje
ro$lin w wyniku ktorej wykonano izolacje ro$lin przed obcozapyleniem. Z tych roslin do krzyzowan
w szklarni wybrano po 10 najlepszych genotypéw o zmienionym skladzie kwaséw thuszczowych
18-weglowych jedno- i wielonienasyconych, wysokiej zawartosci thuszczu i niskiej zawartosci
glukozynolanow alkenowych. Nasiona wybranych genotypow wysiewano do doniczek. Rosliny
w fazie pieciu lisci poddano jarowizacji przez okres sze$ciu tygodni. Dalszy wzrost roslin
i prowadzenie krzyzowan przebiega w warunkach szklarniowych. Ponadto do badan wybrano 25
genotypow o zroznicowanej zawartoSci kwasow tluszczowych, tluszczu i glukozynolanéw
alkenowych. Doswiadczenia zatozono metoda blokéw losowanych w czterech powtoérzeniach,
w dwoch Stacjach Hodowli Roslin: Borowo ,,Spotka Hodowli Roslin Strzelce” i Lagiewniki ,,Spotka
Hodowli Roslin Smolice”. Jesienia przeprowadzono nast¢pujace pomiary i obserwacje: bonitacja
wschodow (skala 1-9), bonitacja stanu roslin jesienig (skala 1-9), pomiar zawartosci chlorofilu
w lisciach przy uzyciu chlorometru N tester SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development), liczenie
roslin na kazdym poletku na powierzchni 3m®.

Rekombinanty typu HOLL oraz ich formy rodzicielskie monitorowano pod katem wystgpowania
niezmutowanych i zmutowanych alleli genow desaturaz FAD2 i FAD3. W tym celu genomowy DNA
Wyizolowano z mlodych lici linii mutantow typu HO z wysoka zawartoscig kwasu oleinowego, linii
mutanta typu LL ze znacznie obnizong zawartoscig kwasu linolenowego oraz z rekombinantéw typu
HOLL (uzyskane w wyniku krzyzowania mutantow typu HO i LL) metoda ekstrakcji buforem
z CTAB wedtug Doyle’a. Nastepnie przeprowadzono analizy molekularne za pomoca specyficznych
markeréw funkcjonalnych: CAPS - dla alleli genu desaturazy FAD2 w genomie A B. napus oraz SNP
dla alleli genéw desaturazy FAD3 w genomach A i C B. napus. Do przeprowadzenia testow na
obecnos¢ zmutowanych alleli genu BnaA.FAD2, zwigzanych z wystapieniem cechy podwyzszonej
zawarto$ci kwasu oleinowego w nasionach rzepaku, wykorzystano procedure opracowang juz
W poprzednich latach. W biezacym roku wykorzystywano uproszczong wersje metody bez
dodatkowego oczyszczania DNA przed etapem trawienia enzymem restrykcyjnym. Dla
wyizolowanego DNA rzepaku wykonywano PCR ze starterami H3H4CON1 i H3H4CON2 w celu
amplifikacji odcinka DNA o dtugosci 732 pz, stanowigcego fragment badanego genu. Amplifikowany
fragment DNA poddawano nastepnie reakcji trawienia przy uzyciu enzymu restrykcyjnego FspBlI
(Thermo Scientific), rozpoznajgcego sekwencje 5°-C|TAG-3°. Zaré6wno produkty amplifikacji jak
i produkty reakcji trawienia rozdzielano za pomoca elektroforezy w 1,8% zelu agarozowym,
wybarwiano bromkiem etydyny i obserwowano w $§wietle UV. Wystepowanie form allelicznych




genow fad3 monitorowano z zastosowaniem allelo-specyficznych markeréow metoda SNaPshot
(Mikolajczyk i wsp., 2010).

Analizy chemiczne zebranych nasion wykonywano w Laboratorium Biochemicznym IHAR
W Poznaniu. Procentowg zawarto$¢ tluszczu oznaczano za pomocg szerokopasmowego analizatora
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) firmy Newport Instruments LtD. Sktad kwasow
thuszczowych oznaczano za pomoca chromatografii gazowej estrow metylowych kwasow
thuszczowych - chromatograf firmy Hewlett Packard typ 3390A, Agillent Technologies 6890N
Network GC System, a wycene ilosciowa chromatograméw wykonywano catkujac powierzchnie pod
pikami. Metoda ta jest zgodna z polskimi normami PN-EN-ISO 5508: 1996 i PN-ISO 5509: 1996.
Zawartos$¢ i sktad glukozynolanéw wykonano rowniez metoda chromatografii gazowej, rozdzielajac je
w formie pochodnych sililowych desulfoglukozynolanéw (Michalski i in. 1995). W metodzie tej do
kalibracji chromatografu zastosowano wzorzec europejski CRM-366 o sumarycznej zawarto$ci
glukozynolanow 12,1 uM/g nasion z tolerancjg 0,8 pM/g nasion. Wzorzec ten zostal opracowany
przez Comunity Bureau of Reference-BCR jako usredniona warto$¢ analiz z ring-testu pomig¢dzy
osiemnastoma laboratoriami.

Wyniki i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji polowych stwierdzono duze zréznicowanie genotypow
pod wzgledem przezimowania, wczesnosci, dtugosci kwitnienia oraz wylegania. Wyodrebniono
9 genotypoéw dobrze zimujacych oraz 8 genotypow wczesnych. Obecnie w pracach hodowlanych,
poza wysokim plonowaniem i zmieniong zawarto$cig kwasow tuszczowych w oleju nasion, dazy si¢
rowniez do uzyskiwania odmian dobrze zimujacych, wczesnych, bardziej odpornych na okresy suszy
w czasie kwitnienia i podczas dojrzewania nasion. Dla ulepszenia wartosci gospodarczej otrzymanych
mutantéw 1 rekombinantéw o podwyzszonej zawartosci kwasu oleinowego i obnizonej zawarto$ci
kwasu linolowego i linolenowego oraz rekombinantow o wysokiej zawartosci thuszczu i niskiej
zawarto$ci glukozynolanoéw alkenowych, konieczna jest wiedza na temat ekspresji genéw tych cech.
Okreslenie wptywu efektow cytoplazmatycznych, genetycznych (jadrowych) matki czy zarodka na
zawarto$¢ badanych cech, pozwali na odpowiedni wybor kierunku krzyzowania. W tym celu
prowadzone s3a krzyzowania wzajemno-przemienne genotypéw z wysoka zawartoscia kwasu
oleinowego i niskg zawartos$cig kwasu linolenowego, wysoka zawartos$cia thuszczu i niskg zawartoscia
glukozynolanéw alkenowych. Dla doktadniejszej oceny sposobu dziedziczenia kwasow: oleinowego,
linolowego i linolenowego oraz tluszczu i glukozynolanéw wybrano do badan genotypy o znacznym
zrdéznicowaniu tych cech.

Najlepszych 25 genotypow pod wzgledem cech jakosciowych i1 agronomicznych oceniano w dwoch
doswiadczeniach poréwnawczych. W trakcie wegetacji jesiennej dokonano oceng wschodow. Cecha ta
istotnie roznicowata badane genotypy. Dokonano pomiaru zawartosci chlorofilu w lisciach. Cecha ta
roOwniez istotnie rdéznicowala badane genotypy. Najwigksze uszkodzenie syntezy chlorofilu
zaobserwowano u rekombinanta z genotypem mutanta typu HO 388/1i+6i+7i/14. Najwicksza
koncentracjg chlorofilu w lisciach charakteryzowaty si¢ 3 genotypy powyzej 50 jednostek SPAD. Na
podstawie oceny stanu roslin przed zima stwierdzono brak zréznicowania genotypoéw pod wzgledem
tej cechy. Rozwdj ro$lin przed zimg ze szczegdlnym uwzglednieniem kondycji i rozwoju rozety
przyjmowane sa jako kryterium dobrego lub gorszego przygotowania do zimowania. Oceniane
genotypy wytworzyty dobrze rozwinigtg rozetg o 7-9 lisciach.

Uzyte do selekcji markery typu CAPS i SNP umozliwiajg jednoznaczng identyfikacje zmutowanych
form allelicznych genow desaturazy FAD2 w genomie A B. napus i desaturazy FAD3 w genomach
A i C B.napus odpowiedzialnych za zawarto$ci odpowiednio kwasu oleinowego i linolenowego
w oleju nasion linii mutantow i rekombinatow typu HO i HOLL rzepaku ozimego. W obrebie
badanych 95 genotypow typu HOLL zidentyfikowano 42 genotypy homozygotyczne typu HOR4 oraz
5 homozygotycznych typu HORS3, 14 form heterozygotycznych typu HOR4 oraz 2 formy
heterozygotyczne typu HOR3. Zidentyfikowano 32 formy homozygotyczne typu dzikiego. Analizy na
obecno$¢ zmutowanych alleli desaturazy FAD3 w genomach A i C B. napus wykazaty 39 genotypow
zmutowanych i homozygotycznych w obu loci (genotyp aacc), 11 genotypdw typu dzikiego (AACC)
oraz roézne formy heterozygotyczne: 15 genotypéw AAcc, 10 Aacc, 9 AaCc, 6 AACc, 1 AaCCl,
3 aaCC, 1 aaCC. Na podstawie tych badan wyodrebniono 31 form typu HOLL, w ktorych stwierdzono
kumulacje zmutowanych alleli genéw desaturaz FAD2 i FAD3 w genomach A i C B. napus.




W zwiazku z powszechnym zastosowaniem oleju rzepakowego w roznych dziatach przemystu
zwigksza si¢ roznorodno$¢ pozadanych cech jako$ciowych, ktoére dyktuja nowe cele badawcze.
W zwiagzku z tym badania koncentrujg si¢ na uzyskaniu odmian rzepaku typu HO (ang. high oleic)
wytwarzajacych olej o podwyzszonej zawartosci kwasu oleinowego C18:1 (ok. 77%) i obnizonej
zawartosci kwasu linolowego C18:2 (ok. 7%) i1 kwasu linolenowego C18:3 (ok. 7%). Wysoka
zawarto$¢ kwasu oleinowego wplywa korzystnie na obnizenie poziomu szkodliwej frakcji cholesterolu
LDL a stosunek ilosciowy zawarto$ci niezbednych nienasyconych kwaséw thuszczowych (NNKT) tj.
C18:2 (0-6) do zawartosci C18:3 (w-3) rowny 1:1 jest optymalny dla prawidtowego funkcjonowania
organizmu cztowieka. Z otrzymanych, izolowanych 335 pojedynczych roslin typu HO pokolen
F1s—F, do dalszych badan wybrano 110 genotypow charakteryzujacych si¢ wzrostem zawarto$ci
kwasu oleinowego w oleju nasion (od 72,0% do 82,1%). Zawartosci sumy glukozynolanow
i glukozynolanow alkenowych u badanych rekombinantéw wahaty si¢ odpowiednio (4,7-30,9uM g
nasion) i (0,1-28,1uM g™'nasion). W analizowanych nasionach zawarto$¢ tluszczu wahala sig
w granicach od 33,2 do 50,5%.

Drugim waznym kierunkiem prac jest uzyskanie genotypéw typu HOLL (ang. high oleic low
linolenic) o podwyzszonej zawartosci kwasu oleinowego (C18:1) do (ok. 75%) i obnizonej zawartosci
kwasu linolenowego (C18:3) do (ok. 3%). Olej z nich wykorzystany na cele spozywcze posiada
wyzsza termostabilnos¢, co zwigksza jego trwalo$¢ w czasie glebokiego smazenia, a takze ogranicza
tworzenie szkodliwych dla zdrowia izomerow trans podczas procesu utwardzania. Ponadto olej tego
typu ze wzgledu na znacznie spowolniony proces oksydacji nadaje si¢ do celéw technicznych np. jako
komponent biopaliwa. Sposrod zebranych 221 izolowanych roslin pokolen Fg—F, do dalszych badan
wybrano grupge 102 rekombinantow typu HOLL wykazujacych wzrost zawartosci kwasu oleinowego
w oleju nasion (do 81,2%) oraz obnizenie zawartosci kwasu linolenowego (do 1,9%). Zawartos¢
thuszczu w wysianych liniach wynosita (od 40,6 do 47,6%). Zawartosci sumy glukozynolanow
i glukozynolanéw alkenowych u badanych rekombinantéw wahaty sie odpowiednio (7,9-17,3uM g*
nasion) i (3,9—11,2uM g™nasion).

W $rucie wystepuje od 37% do 43% biatka pastewnego charakteryzujacego si¢ wysoka wartoscia
zywieniowa ze wzgledu na korzystny sktad aminokwasow. Mozliwo$ci wykorzystywania biatka, ktore
pozostaje po ekstrakcji lub wyttoczeniu oleju w $rucie badz wytlokach sa limitowane przez zwiazki
antyzywieniowe - glukozynolany alkenowe wystepujace w nasionach rzepaku. Stad konieczne sa
badania nad formami pozbawionymi zawartosci tych zwiazkow. Z wyselekcjonowanych izolowanych
236 pojedynczych roslin typu wysokottuszczowego i niskoglukozynolanowego w pokoleniach F;,—F;
do dalszych badan wybrano 98 rekombinantdéw o wysokiej zawartosci tluszczu (do 53,6%) oraz
0 niskiej zawartosci glukozynolanéw alkenowych (do 0,2uM g™nasion) i sumy glukozynolanéw (do
2,0uM g'nasion).

Whnioski

Po przeprowadzeniu prac selekcyjnych uzyskano genotypy dobrze zimujace, wczesne

i sSredniowczesne. Formy te wykorzystane beda dla okre$lenia determinacji genetycznej waznych cech
fenotypowych oraz poszerzg zmienno$¢ tego gatunku. Zastosowana analiza z wykorzystaniem
markerow genetycznych w powigzaniu z obserwacjami fenotypowymi decyduje o znaczacym postgpie
biologicznym prowadzonych prac badawczych w zakresie identyfikacji form rzepaku o zmienionych
profilach kwaséw ttuszczowych w oleju nasion.



