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Streszczenie. Wzrost zainteresowania rzepakierzamy jest z diymi mazliwosciami jego
wykorzystania tak do celéw przemystowych jak i kampcyjnych. Jak& oleju orazsruty rzepakowej
Zwiazana jest midzy innymi z zawartia sktadnikow antyywieniowych w nasionach takich jak np. glu-
kozynolany, sinapina, kwas fitynowy. Jednym ze apd® zwikszenia zakresu zmieniodcech decyduaj
cych o jakdci produktdw otrzymywanych z nasion rzepaku jestageneza. Nasiona form wgiowych
(linia DH-0120) oraz pokolenia Mzepaku ozimego, ktére pogity do analiz pochodzity z samozapylenia
4000 pojedynkéw. Analizowano je poatém zawartéci glukozynolandw, sinapiny oraz kwasu fitynowego
przy pomocy nieniszezej metody NIRS. Ze wzglu na réna ilos¢ nasion zebranych z poszczegdlinych
pojedynkéw analizy wykonywano na dwa sposoby §dapterem (dodatkowym pieieniem) jak i bez
adaptera. Stwierdzono wyrge zwikszenie zakresu zmienitbbadanych cech u mutantéw, ktérych warto-
&ci ksztattowaly g dla: glukozynolanéw od 3,1 do 8@M-g*, sinapiny 4,7-11,8 mg*gpraz kwasu fityno-
wego 11,4-16,1 mg’y Analizy kilkunastu form wyiciowych linii DH-0120 przy zastosowaniu dwéch
metod wykazaly rénice dla wybranych parametréw (np. zawérglukozynolanéw oznaczona z adapterem
wynosita 11,0uM-g*, a bez adaptera uzyskata w&it8,0 uM-gY). Takie badania wykonano réwniea
kilkudzieskciu prébkach nasion mutantéw stwierdegyodobne zaiacsci przy zastosowaniu obu metod.

Stowa kluczowe: rzepak, mutanty, glukozynolanyapina, kwas fitynowy, NIRS

WSTEP

W wysokorozwingtych krajach Ameryki Pétnocnej i Unii Europejskiejaz
Chinach obserwuije sitendencje wyranego zwgkszania zainteresowania olejem
rzepakowym ze szczegoélnym zwréceniem uwagi na jegudaktora musi by
inna w przypadku zycia do celéw przemystowychzywienia zwierat (olej hy-
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drauliczny, biopaliwo$ruta rzepakowa), a inna do celéw konsumpcyjnych ¢#ur

i in., 1996, Wojciechowski i Olejniczak, 1997). Watt@okarmowa i przemystowa
nasion rzepaku zatg od zawartéci oleju, biatka i sktadnikéw angywieniowych
(glukozynolany, sinapina i kwas fitynowy) (Naczk i,i®98) oraz spektrum kwa-
sOw tluszczowych. Optymalna zawada@lukozynolanéw w nasionach, przyjmo-
wana za nieszkodligvu obecnie uprawianych odmian rzepaku ksztattwjevsia-
kresie od 10-2@M-g*. Od kilku lat obserwuje sizwickszenie zainteresowania ob-
nizaniem zawarti sinapiny (Wojciechowski i in., 1994, Velasco bNérs, 1998,
zum Felde, 2005), ktora oliai wartg¢ paszow sruty rzepakowej. Wraz z przewi-
dywanym w przyszkei zwigkszeniem powierzchni uprawy rzepaku ozimego w Pol-
sce nawet do okoto 1,2-1,5 min. hektaréw gtéwnie ptodukcji proekologicznego
zrédta energii (biopaliwo), powstanie rowaigroblem zagospodarowania warto-
sciowej sruty rzepakowej, ktéra nie byt alternatywnym, w stosunku do son-
diem biatka wzywieniu zwierat. W obebie rodzajuBrassicaistnieje dua zmien-
nos¢ zawartdci sinapiny a tym samym stwarza to aiwosé¢ selekcji form o obni-
zonej zawartéci tego sktadnika (Syed i in., 1993, zum Felde, 20@&iennd¢ ta
mozna jeszcze zwkszy na drodze mutagenezy, podobnie jak to miato na@ejsc
w przypadku zmiany sktadu kwasow tluszczowych (Ridab 1990). Skutecziod
mutagenezy w modyfikowaniu zawaito sktadnikéw antgywieniowych jest w li-
teraturze stosunkowo stabo udokumentowana (Olejnidnak2003).

Potrzeba obienia zawartéci sinapiny wsrucie rzepakowej viize sk przede
wszystkim z tymze kury znosace jaja o bazowej barwie skorupy nie posiadaj
enzymu rozktadajgego sinapia i w przypadku ich skarmianigruta tradycyjra
skutkuje rybim odorem jaj (Wojciechowski i in. 1994). Kwas fitynowynasio-
nach rzepaku vaze makro- i mikroelementy (Ca, K, P Cu Zn, Mn i Fe), ktére s
niezkedne do wzrostu i rozwoju £bin, a szczegodlnie do kietkowania nasion. S
jednak niepgadane ze wzgdow ekologicznych, poniewasy nieprzyswajalne
przez zwiergta za wyjtkiem przeuwaczy i przyczyniaj sic do zanieczyszczenia
srodowiska (Lott i in., 2000, Raboy, 2001).

W wielu pracach donoszono o #ieosci obnizenia zawartéci kwasu fitynowe-
go przy udziale mutagenezy eckmienia jarego, kukurydzy i #y (Larson i in.,
1998, 2000, Raboy i in., 1999). Przy czym uavak, ze metoda spektrometrii odbi-
ciowej w bliskiej podczerwieni (NIRS) pozwala szghksprawnie analizowgprobki
nasion z diych populacji rélin bez ich uszkodzenia.

Celem pracy byta ocena zawadbsktadnikéw antygywieniowych w nasio-
nach form wy§ciowych i mutantéw pokolenia M Analizy wykonano metad
NIRS z zastosowaniem adaptera i bez adapteru,zmymdczasie przechowywa-
nia nasion rzepaku.
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MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowita populacja mutantéw fmka M; otrzymana
w wyniku traktowania linii DH-0120 dwoma mutagenachiemicznymi: N-nitrozo-
N-metylo-mocznikiem (MNU) i azydkiem sodu (AS) orkentracji 1,5 i 2,5 mM
przez 3 godziny. Liri wyjsciowa DH 0-120 otrzymano kilkasaie lat temu z Zakta-
du Ralin Oleistych, IHAR Pozn& na ktérej prowadzono hodogvkachowaw-
cza. Analizy biochemiczne wykonano przyyeiu spektrometru (NIRS, model
6500 NIR Inc., Silverspring, MD, USA). Spektra odbiciowe (log 1/R)akresie
od 400-500 nm mierzono przy interwale 2 nmz#apréba zawierata okoto 300
mg nasion (bez adaptera) oraz 30 mg (z adapterem). Analizowaadada ole-
ju, biatka, glukozynolanéw, sinapiny i kwasu fitynowe@go6tem analizom poddano
nasiona z 4 tys. mutantow pokolenig Wyselekcjonowanych z populacjisio M,
w liczbie ok. 6,5 tys. i 15 form w§giowych. Dodatkowo dla stwierdzenia doktadno-
§ci pomiaréw wybrane prébki nasion mutantéw (10Qliaowano bez adaptera w
dwéch terminach (pierwszego dnia i po kolejnycmiach przechowywania).

WYNIKI I DYSKUSJA

Analizowana populacja nasion mutantow pokolenia Wkazata wyrane
zwigkszenie zakresu zmiensm badanych cech biochemicznych szczegélnie takich
jak glukozynolany, sinapina i kwas fitynowy, w por@amiu do homozygotycznej
linii wyj sciowej DH-0120, u ktorej te cechy wykazywaly mamiennd¢ (tab. 1).
Tabela 1. Zmiennag¢ w zawartdci glukozynolanow dls), sinapiny i kwasu fitynowego w nasio-
nach mutantéw rzepaku pokolenia; Mraz formy wy§ciowej (linia DH-0120) analizowanych za
pomoa metody NIRS bez adaptera

Table 1. Variability in glucosinolates (gls), sinapine aniyfic acid content in seeds of oilseed rape
mutants (M generation) and control forms (line DH-0120) eated by NIRS method without adapter

Sinapina Kwas fitynowy
Genotyp gls_l Sinapine Phytic acid
cenovpe vg) (mg-g) (mg-g)
DH-0120 8,0+ 1,50 8,6+ 0,10 11,0+ 0,50
Mutanty _ a
Mutants 3,1-80,0 4,7-11,8 11,4-16,1

Dla badanych mutantow najpltszy zakres zmiengoi zaobserwowano w zawar-
tosci glukozynolanéw, ktéra wahataesbd 3,1 do 80,M-g™. Kralling iin. (1990)
analizupc r&zne formy rzepaku ozimego stwierdzili zduzmiennd¢ w zawartdci
glukozynolanéw analizowanych tradycyjmetod, wysokocgnieniowej chromato-
grafii cieczowej (HPLC). Z kolei Renard i in. (198@ykazali maliwos¢ wykorzy-
stania metody NIRS do oznaczania zavéaitglukozynolan6w w nasionach rzepaku.
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Nieco p@niej Thies (1991) wykazat mitwos¢ wyselekcjonowania form rzepaku
0 obnizonej zawartéci sinapiny oraz kwasu fitynowego. W ostatnichdatavykaza-
no réwniez bardzo dia zmienné¢ w zawartéci sinapiny w obgbie badanych form
rzepaku (Bouchereau i in., 1991, Kralling i in.919Velasco i Mdéllers, 1998, Woj-
ciechowski i in., 1994, zum Felde, 2005). Natom@igjniczak i in. (2003) wyselek-
cjonowali linie rzepaku o z#hicowanej zawart@i sinapiny w jednej z badanych
populacji mutantéw. Podobnie jak w przypadku dwiégizej wymienionych skiad-
nikow (glukozynolany i sinapina) tak i w przypadkwasu fitynowego stwierdzono
mozliwos¢ obnizenia jego zawarksi poprzez mutagenezv nasionach takich gatun-
kéw jak np. gczmien, kukurydza i ry (Larson i in., 1998, 2000, Raboy, 2001). Rze-
pak jest réling obcopylra i dlatego réliny podczas kwitnienia mugdy¢ izolowane,
CO wyranie pogarsza zaazywanie nasion, a tym samym proby dpse do analiz
sa mniejsze. Wykonane analizy form wejowych przy zastosowaniu metody NIRS
z adapterem (30g nasion) i bez adaptera (300gmasigkazaty wyrane ré&nice w
zawartdci analizowanych sktadnikéw w tych dwéch prébach.vizzgedu na to,ze
pictnacie analizowanych form wg§giowych wykazywato podolinzawartéc po-
szczegolnych skladnikow w tabeli 2 zamieszczongrjedsrednie dla populacii.
Szczegolnie diy réznice pomidzy danymi otrzymanymi przy pomocy tych dwéch
metod stwierdzono w zawaftm kwasu fitynowego: odpowiednio 10,4 mg-g
i 12,5 mg-¢ (tab. 2). Podobne #dice stwierdzono w zawasgi sinapiny: 7,4 mg:Y
bez adaptera i 8,9 mg-g adapterem oraz kwasu fitynowego: 10,4 rhipeg adap-
tera i 12,5 mg-§z adapterem). W przypadku analizowanych nasiommixdiy réni-
ce w zawartéci szacowanych skfadnikéw przy zastosowaniu dwoéetoch byty
wigksze, w poréwnaniu z ligiwyjsciowa (tab. 3). Przy czym, pordzy nasionami
z poszczeglinych pojedynkéow byly znaczniejszanick, ni te jakie obserwowano
dla form wygciowych. Otrzymane wyniki z zastosowaniem dwoch athenaliz
swiadcz o tym,ze dokladniejsg metod, analiz jest metoda bez adaptera bgaupa
wigkszej probie nasion.

Tabela 2. Srednia zawarté glukozynolanéw (gls), sinapiny i kwasu fitynowego nasionach
formy wyjsciowej (linia DH-0120) analizowanych za pomometody NIRS z adapterem i bez
adapteragednia z analizy nasion z 15 pojedynkéw linii DH20)

Table2. Average content of glucosinolates (gls), sinapme @hytic acid in seeds of control forms
(average from 15 samples of line DH-0120) estimbteNIRS method with and without adapter

Sktadniki — Compounds NIRS + adapter NIRS — adapter
gsl uM-g) 8,0 11,0
Sinapina — Sinapine (mgty 7.4 8,9
Kwas fitynowy — Phytic acid (mg- 104 125

Tabela 3. Zmiennad¢ w zawartdci glukozynolandw (gls), sinapiny i kwasu fitynowegv nasio-
nach mutantéw rzepaku pokolenig Bhalizowanych metadNIRS z adapterem i bez adaptera
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Table 3. Variability in glucosinolates (gls), sinapine artayfic acid content in seeds of oilseed rape
mutants (M generation) estimated by NIRS method with and avittadapter

Sktadniki — Compounds NIRS + adapter NIRS — adapter
gsl @M-g?) 6,1-6,7 3,1-7,7
Sinapina — Sinapine (mg*y 4,7-8,9 6,7-11,8

Kwas fitynowy — Phytic acid (mg- 9,6-11,4 11,3-13,8

Analizy zwiazkéw antgywieniowych (glukozynolany, sinapina i kwas fity-
nowy) wykonane w rinych terminach od zbioru nasion (begmainio i tydzié
pézniej) nie wykazaty rénic (tab. 4).

Tabela 4. Zmiennag¢ w zawartdci glukozynolanow (gls), sinapiny i kwasu fitynovwegy nasio-
nach mutantdéw rzepaku pokolenig; linalizowanych met@adNIRS bez adaptera w zatesci od
terminu wykonania analizy (bezfrednio i 7 dni po zbiorze nasion)

Table 4. Variability in glucosinolates (gls), sinapine artayfic acid content in seeds of oilseed rape
mutants (M generation) estimated by NIRS method without agtapgepending on the term of
analysis (directly and 7 days after harvest)

NIRS — adapter

Sktadniki — Compounds

| pomiar — score | Il pomiar — score |l
gsl uM-g*) 6,6-7,3 6,1-7,7
Sinapina — Sinapine (Mg 5,0-7,3 4,7-8,9
Kwas fitynowy — Phytic acid (mg 9,6-11,3 9.6-11,4
WNIOSKI

1. Analizy zwiazkéw antyywieniowych (glukozynolany, sinapina i kwas fi-
tynowy) w nasionach homozygotycznej linii DH-0120 i mutantéw pokolenja M
wykazaly zré@nicowanie w zawartzi tych sktadnikéw, przy czym dokladniejsze
wyniki otrzymano z analiz metadNIRS bez adaptera w poréwnaniu z matod
NIRS z adapterem.

2. Wiek przechowywanych nasion nie wptywat zngmz na zawart@ ana-
lizowanych sktadnikow.
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(BRASSICA NAPUB) WITH REDUCED CONTENT
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Abstract. Growing interest in rapeseed is connesifibig possibilities of its use both for in-
dustrial and consumption purposes. The qualitgpéseed oil and meal depends on e.g. on the coffitent
antinutritional compounds in the seeds (for exanghleosinolates, sinapine, phytic acid). One of the
most effective methods for increasing the varighdf traits affecting the quality of rapeseed pretd is
mutagenesis. The winter oilseed rape seeds dlifotims (line DH-0120) and Mgeneration were col-
lected from 4000 NMplants after self-pollination. These seeds werdyaad for glucosinolate, sinapine
and phytic acid content by the use of NIRS metiB®tause of lower amount of seeds which can be
obtained from self-pollinated plants compared tsspollinated ones, two NIRS methods were used, i.
with (additional ring) and without adapter. Mutasit®wed great increase of variability of analysaitist
For glucosinolates content the values ranged frdnta380.0uM g, sinapine 4.7-11.8 mg'qand phytic
acid 11.4-16.1 mgy Two methods of analyses of several line DH-12xirforms showed differences
between the results obtained by NIRS with adapierpared to the results obtained by NIRS without
adapter (e.g. for glucosinolates the results wer@M g™ and 11.QuM g?, respectively). Similar analy-
ses were made with several seed mutant sampletheymalso showed differences between the data
obtained from these two NIRS methods.

Keywords: rapeseed, mutants, glucosinolates, sieaphytic acid, NIRS



