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Znaczenie gospodarcze rzepaku na Swiecie i w Polsce

Rosliny oleiste s3 drugim po zbozach najwazniejszym zrodtem energii zawarte;j
w pokarmach spozywanych przez czlowieka oraz wykorzystywanych jako pasza dla
zwierzat hodowlanych. S one rowniez cennym zrédlem surowca dla wielu produktow
przemystowych. W swiatowej produkcji nasion roslin oleistych dominuje soja (56%),
a nastepnie rzepak (12%), bawela (11%) oraz stonecznik (8%). Szczegdlnie wazng
rosling oleistg strefy klimatu umiarkowanego jest rzepak; odmiany podwdjnie ulepszo-
ne (pozbawione kwasu erukowego w oleju oraz o obnizonej zawartosci glukozynola-
now w Srucie) stanowig obecnie jedno z gtéwnych zrédet olejéw roslinnych. Produkcja
nasion rzepaku ozimego wykazuje w wigkszosci tendencje wzrostu zaré6wno w Euro-
pie, jak i na $wiecie (tab. 1). Do krajow europejskich wiodacych w produkcji rzepaku
naleza: Francja, Niemcy, Wielka Brytania oraz Polska. W naszym kraju rzepak ozimy
zajmuje 97% powierzchni przeznaczonej pod uprawe roslin oleistych.

Nasiona rzepaku zaleznie od odmiany zawierajg od 43 do 49% oleju oraz ponad
20% biatka surowego [9]. Dalszy wzrost wartosci nasion rzepaku jako zrodta thuszczow
roslinnych oraz biatka pastewnego mozna uzyska¢ poprzez wzrost zawartosct oleju,
modyfikacje sktadu kwaséw ttuszczowych w oleju, jak rowniez redukcj¢ zwiazkow an-
tyzywieniowych wystepujacych w Srucie poekstrakcyjnej, przede wszystkim wiokna
1 glukozynolanéw. Dotad klasyczne metody hodowli jakosciowej umozliwily uzyska-
hie odmian rzepaku o zréznicowanych cechach jakosciowych [15].
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Tabela 1. Produkcja nasion rzepaku w 1000 ton

Wyszczegodlnienie 1981/82 1995/96 2000/01
W krajach UE (15) w tym: 2018 8228 9078
Niemcy 363 2864 3585
Dania 266 324 292
Francja 1006 2527 3569
Wielka Brytania + Irlandia 325 1278 1176
Polska 660 1350 1064
W $wiecie 12386 34744 37608

Dalsze modyfikacje wigzace si¢ z wyprowadzeniem materialdow wyjsciowych
oraz rodéw hodowlanych, posiadajacych nowe, pozadane cechy, wymagaja zastoso-
wania metod biologii molekularnej oraz biotechnologii. Gléwne cele selekcyjne
w hodowli rzepaku obejmuja: podwyzszenie plonu, jakosci oleju oraz Sruty. Zwigk-
szenie plennosci rzepaku mozliwe jest dzigki postgpowi biologicznemu w selekcji od-
mian populacyjnych, a ostatnio poprzez hodowl¢ odmian mieszancowych. Wykorzy-
stanie genetycznie zakodowanego potencjatu plonotwdrczego odmian zapewnia mig-
dzy innymi selekcja w kierunku odpornosci na choroby i szkodniki, wyleganie, od-
porno$cituszczyn na pgkanie, a takze w kierunku mrozoodpornosct i zimotrwatosci.

Metody modyfikacji cech jakosciowych w hodowli rzepaku

Metody klasyczne

Pierwszych istotnych zmian cech jakosciowych rzepaku dokonano wykorzy-
stujac klasyczna metod¢ hodowli rekombinacyjnej, dzigki ktorej uzyskano odmiany
rzepaku charakteryzujace si¢ niska zawarto$cig kwasu erukowego oraz glukozynola-
now. Krzyzowanie oraz selekcja z wykorzystaniem analiz biochemicznych cech ja-
kosciowych umozliwily uzyskanie genotypow, z ktérych wyprowadzono odmiany
podwojnie ulepszone [15].

Poprzez zastosowanie metod mutagenezy chemicznej 1 fizycznej uzyskano mu-
tanty rzepaku o zmienionej zawartosci poszczegolnych kwasoéw ttuszczowych oraz
wyprowadzono, na drodze hodowli rekombinacyjnej, odmiany posiadajace nows,
zmodyfikowane cechy. Zawartosé kwasow ttuszczowych w nasionach odmian trady-
cyjnychipodwdjnie ulepszonych przedstawiono narysunku 1. Ponad 25 lat temu uzy-
skano mutanta rzepaku o obnizonej zawartosci kwasu linolenowego — w wyniku pod-
dania odmiany ,,Oro” mutagenezie chemicznej [26]. Uzyskany mutant M11 zostat
uzyty do krzyzowan z B. napus. Olej nowych odmian okazat si¢ bardziej stabilny
i trwaly [27]. Dlatego prowadzone s3 prace hodowlane majace na celu wprowadzenie
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Rysunek 1. Zawarto$¢ kwaséw ttuszczowych [%] w nasionach rzepaku: A) odmian tradycyj-
nych; B) odmian podwdjnie ulepszonych

tej cechy rowniez do odmian ozimych. W Polsce, w Zaktadzie Roslin Oleistych Insty-
tutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Poznaniu, uzyskano niskolinolenowe mutanty
rzepaku ozimego, ktére s3 wprowadzane do réznych genotypéw rzepaku [28]. Jednak
proces selekcyjny jest utrudniony, poniewaz zawarto$¢ kwasu linolenowego modyfi-
kowana jest w znacznym stopniu przez warunki srodowiska. Na drodze mutagenezy
chemicznej oraz hodowli rekombinacyjnej — wyprowadzono réwniez genotypy wy-
sokooleinowe zawierajace okoto 80% kwasu oleinowego.

Innym przykiadem wprowadzenia nowej cechy do genotypu rzepaku poprzez
krzyzowanie jest cytoplazmatyczna meska sterylnogé (CMS). Ceche tg, wystepujaca
oryginalnie u rzodkwi (Raphanus sativus L.) i kodowana przez genom mitochondrial-
ny, scharakteryzowal Ogura [22]. Nastgpnie dzieki krzyzowaniu miedzygatunkowe-
mu zostata ona wprowadzona do Brassica oleracea i Brassica napus [1].

Metody biotechnologiczne i biologii molekularne;

Kolejne etapy modyfikacji cech jakosciowych mozliwe byly wraz z rozwojem
metod biotechnologicznych. Zastosowanie fuzji protoplastéw pozwolito na uzyska-
nie meskosterylnych cybrydéw B. napus [23]. Allele restorujace CMS ogura wpro-
Wadzono z rzodkwi do rzepaku na drodze krzyzowan migedzyrodzajowych pomiedzy
linia CMS rzepaku a amfidiploidem Raphanobrassica (R. sativus x B. napus). Ho-
dowla rekombinacyjna umozliwita uzyskanie linii restorerow charakteryzujacych sie
dobrg zenska ptodnoscia oraz niska zawartoscia glukozynolanéw [8]. Selekcji roslin
towarzyszyla analiza aktywnosci izoenzymu Pgi-2 (fosfoglukoizomeraza). Dalszy
rozwoj metod badawczych biologii molekularnej — analizy genomoéw z zastosowa-
niem markeréw DNA [34] — umozliwit opracowanie markerow typu RAPD, sprzg-
zonych z genem restorem [7]. Inny rodzaj markera— DNA-SCAR — zostat opracowa-
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ny dla rejonu genomu mitochondrialnego, sprzgzonego z wystgpowaniem cechy cyto-
plazmatycznej meskiej sterylnosci typu ogura [35].

Techniki transformacji roslin otworzyly nowe mozliwosci badan majacych na
celu modyfikowanie cech jakosciowych, takich jak: sktad i zawartos¢ kwasow
thuszczowych w oleju nasion rzepaku, wprowadzenie cech odpornosci na patogeny
roslinne, herbicydy, zahamowanie ekspresji bialek tworzacych tapetum w celu uzy-
skania roslin meskosterylnych, jak rowniez obnizenie poziomu chlorofilu w nasio-
nach rzepaku.

Warto$¢ uzytkowa roslin oleistych zaréwno dla celéw spozywczych, jak 1 prze-
mystowych zalezy gtownie od zawartosci kwasow thuszczowych w oleju uzyskiwa-
nym z nasion. W ciagu ostatnich dziesigciu lat wzrosto zapotrzebowanie na oleje ros-
linne o zréznicowanym sktadzie i zawartosci poszczegdlnych kwasow thuszczowych
w zaleznosci od sposobu wykorzystania oleju [27]. Dla celow spozywczych, z prze-
znaczeniem na olej satatkowy, zawarto$¢ kwaséw tluszczowych odmian podwojnie
ulepszonych rzepaku jest korzystna. Olej z tych odmian nie zawiera szkodliwego
kwasu erukowego, natomiast zawiera niezb¢dne nienasycone kwasy tluszczowe
(NNKT) — linolowy i linolenowy, w ilo$ciach i proporcjach optymalnych (2 : 1) dla
zdrowia czlowieka i zwierzat. Jednak, gdy olej poddawany jest obrobce termicznej
lub procesom technologicznym, jak utwardzanie czy estryfikacja metylowa dla pro-
dukcji biopaliwa, wtedy korzystna jest obnizona zawartos¢ kwasu linolenowego (do
okoto 3%) oraz podwyzszona — kwasu oleinowego (powyzej 80%). Dla celow prze-
mystowych i technologicznych korzystne bytoby posiadanie odmian rzepaku o wyso-
kiej zawarto$ci kwasu erukowego (okoto 90%), jak réwniez syntetyzujacych niewy-
stepujace naturalnie u B. napus kwasy ttuszczowe o Sredniej dtugosci fancuchow we-
glowych — laurynowy 1 mirystynowy.

W celu otrzymania powyzszych modyfikacji stosowano metody inzynierii gene-
tycznej. Dla uzyskania podwyzszonego poziomu kwasu erukowego w stosunku do
odmian tradycyjnych, transformowano rosliny rzepaku genem acetylotransferazy,
pochodzacym z drozdzy S.caerevisiae. Uzyskane rodliny wykazywaty podwyzszona
zawartos¢ oleju w nasionach oraz wzrost zawartosci kwasu erukowego. Podejmowa-
no proby uzyskania trierucyny, niewystgpujacej w oleju nasion rzepaku, poprzez
transformacje roslin genem acetylotransferazy kwasu lizofosfatydowego z gatunku
Lymnanthes douglasii; wykazano obecnosé trierucyny w transformowanych rosli-
nach, jednak poziom kwasu erukowego nie przewyzszat poziomu odmian tradycyj-
nych [17].

W celu podniesienia zawartosci kwasu oleinowego blokowano ekspresj¢ desatu-
razy tego kwasu poprzez transformacje roslin wektorem kosupresyjnym i uzyskano
podwyzszenie zawartosci kwasu oleinowego (powyzej 80%), przy jednoczesnym ob-
nizeniu zawartosci kwasu linolowego [29]. W efekcie prac badawczych i hodowla-
nych z zastosowaniem metod klasycznych oraz inzynierii genetycznej uzyskano sz¢-
reg odmian hodowlanych rzepaku, charakteryzujacych sie zré6znicowanym skfadem
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Tabela 2. Pochodzenie 1 charakterystyka genotypdw rzepaku o zréznicowanym sktadzie i za-
wartosci [%] kwasow tluszczowych; C2 . o—kwas laurynowy, C4 .o —kw. mirystynowy, Ci¢ ¢
—kw. palmitynowy, Cs.9—kw. stearynowy, C;3.; —kw. oleinowy, C;g.2—kw. linolowy, C 53
— kw. linolenowy [10]

Typ Pochodzenie Ciscn Ciaia Cigon C1-0 Gz Cig.3 Cip.a Comnng
Wysokoerukowy tradycyjny 3 1 11 12 9 52
transgeneza
Podwdjnie ulep- spontaniczny 4 2 62 18 12 0
szony (Canola)  mutant,
rekombinant
Wysokooleinowy mutageneza 4 1 84 5 3 —
transgeneza
Niskolinolenowy mutageneza + 2 ol 28 3 9 —
Laurynowy transgeneza 37 4 3 1 33 12 7 —
Mirystyno- transgeneza 18 23 2 34 15 4 — —

wo-palmitynowy

1 zawartos$cig kwasow thuszczowych [10]. Zestawienie odmian o réznych typach ole-
Jjow oraz metod ich uzyskania przedstawia tabela 2.

Wazna cecha hodowlana zwiazana z jakoscig plonu jest odporno$¢ roslin na
szkodniki 1 choroby. Na drodze krzyzowania miedzygatunkowego, przy wykorzysta-
niu kultur zarodkowych, wprowadzano do B. napus cech¢ odpornoscina pasozyta He-
terodera schachtii [33]. W celu otrzymania roslin rzepaku odpornych na owady Plu-
tella xylostella L. transformowano rosliny genem pochodzacym z bakterii Bacillus
thuringensis BerLINER (Bt.) 1 kodujacym sekwencje biatek toksycznych dla tych owa-
dow. Uzyskanie transgenicznych roslin rzepaku, odpornych na patogena grzybowego
Leptosphaeria maculans, mozliwe byto wskutek transformacji roslin wektorem za-
wierajacym sekwencje kodujaca biatko MiAMP1 (ang. antimicrobal peptide
MiaMP1), wystepujace w nasionach Macadamia integriflora, pod kontrola promoto-
ra 35S CaMV [13].

Jedna z metod podnoszenia plonu jest hodowla odmian mieszancowych, dla
otrzymywania ktérych wykorzystuje si¢ linie meskosterylne (CMS). W celu uzyska-
nia meskiej nieptodnosci roslin prowadzono tkankowo-specyficzng ekspresj¢ genu
E. coli w tapetum transgenicznych roslin rzepaku. Wprowadzony gen kodowat biatko
powodujace zanik komorek tapetum w transformowanych roslinach, co uniemozli-
wiato rozwdj mikrospor [21].

Na jako$¢ nasion, a w zwiazku z tym na jakos¢ uzyskiwanego oleju, ma nieko-
rzystny wptyw obecnos¢ chlorofilu. Z wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej
Opracowano systemy otrzymywania roslin transgenicznych rzepaku o zredukowanej
zawarto$ci chlorofilu w nasionach [31].
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Analiza cech jakoSciowych

Niezaleznie od sposobu modyfikacji cech w hodowli jakosciowej rzepaku ko-
nieczna jest ich analiza. Powszechnie stosowane sg metody identyfikacji cech fenoty-
powych: biochemiczna analiza skfadu i zawartosci kwaséw thuszczowych, glukozy-
nolanow, wiokna, jak rowniez kompleksowe testy fitopatologiczne, polegajace na
ocenie rodzaju 1 stopnia porazenia okreslonym patogenem, oraz analiza morfologii
kwiatu — w wypadku selekcji roslin posiadajacych cechg mgskiej sterylnosci lub gen
restorer.

Przy badaniu cech fenotypowych nie jest mozliwe odrdznienie homozygoty od he-
terozygoty, a ponadto obiektywna ocena jest utrudniona, poniewaz ekspresja szeregu
cech zmienia si¢ zaleznie od warunkéw srodowiska. Stad, proces hodowlany jest
wydluzony, bardziej pracochtonny 1 mniej efektywny. Wraz z rozwojem nauk i metod
biologii molekularnej, cytogenetyki oraz biotechnologii — opracowano metody analizy
genotypow. Dzieki temu mozliwa jest obiektywna ocena danej cechy niezaleznie od
zmiennosci niedziedzicznej, odréznianie homozygoty od heterozygoty, jak rowniez ba-
danie roslin we wczesnych stadiach rozwoju, zanim ujawnig si¢ cechy fenotypowe. Po-
woduje to znaczne przyspieszenie 1 uproszczenie procesu selekcji, a w zwiazku z tym —
0szcz¢dnos¢ czasu 1 kosztow.

Markery molekularne w hodowli jakosciowej rzepaku

Analiza genotypu mozliwa jest dzigki zastosowaniu markeréw molekularnych.
Selekcja przy uzyciu markeréw (ang. MAS — marker assisted selection) znajduje co-
raz szersze zastosowanie w programach hodowlanych [30]; sa one stosowane rowniez
w hodowli rzepaku. W wielu osrodkach na $wiecie prowadzone sa prace majace na
celu znalezienie istotnych dla selekcji markerow cech uzytkowych, jak réwniez skon-
struowanie map genetycznych z wykorzystaniem réznego typu markeréw [5]. Wy-
kryto markery karfowatosci rzepaku [3], cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci
(CMS) typu ogura [14], genu restorera dla CMS ogura [7], genu restorera dla CMS
polima [11], markery sprzgzone z odpornoscia na patogena grzybowego L. maculans
[6] orazna P. lingam [25], z genami kontrolujacymi zawartosé kwasu erukowego [12]
1 glukozynolanéw [32], a takze z niska zawarto$cig kwasu linolenowego [2].

W Polsce jedynym o$rodkiem zajmujacym si¢ badaniami nad rzepakiem ozimym
jest Zaktad Roslin Oleistych Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Poznaniu.
W Zaktadzie tym réwniez prowadzone sg prace nad markerami molekularnymi. Do
prac selekcyjnych, majacych na celu identyfikacje roslin posiadajacych gen restorer,
wdrozono marker izoenzymatyczny PGI-2 [4], jak réwniez markery DNA typu
SCAR oraz typu RAPD — specyficzne dla ro$lin posiadajacych ceche cytoplazma-
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tycznej meskiej sterylnosci typu ogura oraz genrestorer [19]. Rozpoczgto rowniez ba-
dania majace na celu opracowanie markeréw DNA dla odmian rzepaku o zréznicowa-
nej zawartosci kwasow ttuszczowych [20].

Markery molekularne wykorzystuje si¢ réwniez do identyfikacji odmian hodow-
lanych oraz okreslania dystansu genetycznego. Jest to szczegolnie istotne przy dobie-
raniu do krzyzowan komponentéw odmian mieszancowych. Coraz szersze zastoso-
wanie do analizy genoméw roslin nalezacych do rodzaju Brassica znajdujq markery
mikrosatelitarne (ang. SSR — simple sequence repeats). Scharakteryzowano mikrosa-
telity dla B. napus (genom AC) oraz zidentyfikowano markery specyficzne dla kazde-
g0 z genomow. Znaleziono 16 markeréw mirokrosatelitarnych specyficznych dla ge-
nomu A oraz 13 —dla genomu C [24]. Analizy tego typu znajduja szczegolne zastoso-
wanie w badaniach genetycznych — do detekcji mieszancow somatycznych, synte-
tycznych, aneuploidéw oraz linii substytucyjnych w genomach A i C. Dodatkowa
cechg wyrozniajaca markery SSR jest to, ze mogg by¢ przylaczone do znacznikéw
fluorescencyjnych, co umozliwia ich bezposrednia lokalizacje w genomie (metody
FISH oraz GISH).

Konstruowanie map genetycznych

Dla wigkszosci odmian hodowlanych konstruuje si¢ mapy genetyczne, dzieki kté-
rym mozliwe jest poznanie organizacji i ewolucji genoméw, a takze prowadzone sq
badania genetyczne dotyczace réznych cech jakosciowych odmian hodowlanych. Lo-
kalizacja marker6w molekularnych na mapach genetycznych, okreslajacych stopien
sprz¢zenia pomigdzy danym locus a markerem, umozliwia precyzyjne okreslenie ge-
notypow. Dlatego celowe jest opracowywanie map genetycznych o wysokim stopniu
nasycenia, ktore miatyby uniwersalne zastosowanie.

Dla odmian jarych i ozimych rzepaku, réznigcych si¢ cechami jakosciowymi,
skonstruowano kilka map genetycznych wykorzystujac rézne gorodzaju markery mo-
lekularne (izoenzymy, RAPD, RFLP, AFLP, SSR) oraz morfologiczne. Markery te,
pokrywajace ponad 60% genomu rzepaku, tworzg 19 grup sprzezen. Aby skorelowaé
wczesniejsze badania, jak rowniez uzyskaé wysoki stopien nasycenia oraz wypetni¢
luki pomigdzy poszczegdélnymi markerami, opracowano mapg¢ zbiorcza, integrujacq
dane z trzech odrebnych map [16]. Okreslono dzieki temu ogélny uklad i odleglosci
dla wigkszosci poszczegélnych markeréw oraz uzyskano w znacznym stopniu pokry-
Cle genomu rzepaku. Mapa zbiorcza obejmuje 540 markeréw zlokalizowanych w 19
grupach sprz¢zen i pokrywa 2429 ¢cM; moze by¢ ona stosowana jako mapa referencyj-
ha w badaniachréznych zrédet genetycznych. W ZRO IHAR w Poznaniu réwniez jest
Opracowywana mapa genetyczna z zastosowaniem markerow DNA typu RAPD
1 AFLP, oparta na analizie populacji linii podwojonych haploidow uzyskanych z mie-
Szanca F1, otrzymanego w wyniku skrzyzowania linii DH wysokoglukozynolanowe;j
1 niskoerukowej oraz linii DH niskoglukozynolanowej i wysokoerukowej [18].
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Podsumowanie

— Rzepak ozimy jest wazna rosling uprawng strefy klimatu umiarkowanego.

— Olej uzyskiwany z nasion rzepaku znajduje coraz szersze zastosowanie nie tylko
dla celow spozywczych, ale rowniez w przemysle chemicznym oraz do produkcji
biopaliwa, a $ruta poekstrakcyjna jest waznym zrodlem biatka pastewnego.

— Ze wzgledu na przerdb rzepaku na rozne cele 1 wzrost jego znaczenia gospo-
darczego wymagane sa odmiany o zréznicowanych cechach jakosciowych.

— Metody biologit molekularnej, biotechnologii oraz cytogenetyki umozliwiaja
modyfikowanie cech jakosciowych oraz efektywng analiz¢ genotypow.
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The use of molecular biology methods in winter rapeseed
(Brassica napus L.) quality breeding

Key words: winter rapeseed (Brassica napus L.), quality breeding,
molecular markers, transformation, genetic maps

Summary

Winter rapeseed (Brassica napus L.) belongs to the most important oilseed crops
cultivated in moderate climate regions of the world. Both — rapeseed oil and seed pro-
teins are of great value in the meaning of food industry, technology and livestock fe-
eding. Breeding programmes are concentrated mainly on obtaining the rapeseed va-
rieties of different quality and content of fatty acids, reduced amount of anti-nutrition
compounds as well as on obtaining the high yielding cultivars and resistant to pathoge-
nes. The results of breeding and selection are mainly due to the genetic diversity and
also to analytic methods of the quality traits. Methods of molecular biology, genetic
engineering and biotechnology make an efficient tool for analysis of quality traits and
also for obtaining a new diversity among rapeseed cultivars.



