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l. Wstep

Rzepak jest jedng z wazniejszych roslin uprawnych na $wiecie, ze wzgledu na wysoka
zawarto$¢ olejéw jadalnych (spozywanych przez czilowieka) i bialek (spozywanych przez
zwierzeta) w nasionach (1). Zawierajg one jednak, oprocz wielu korzystnych dla diety cztowieka
nienasyconych kwasow ttuszczowych toksyczny kwas erukowy i zwiazki siarki - glukozynolany,
bedace skiladnikiem Sruty biatkowej (wykorzystywanej jako sktadnik paszy zwierzecej) (2).
Poniewaz roslina ta jest szeroko rozpowszechniona, przede wszystkim w krajach strefy umiarko-
wanej, prowadzone sg prace hodowlane i genetyczne majace na celu zmniejszenie zawartosci
zwigzkow, ktére obnizajg wartos¢ uzytkowa nasion rzepaku. Rozwijajgce sie intensywnie od lat
siedemdziesiatych prace hodowcéw doprowadzity dc otrzymania (na drodze krzyzéwek miedzy
odmianami) wysokogatunkowych odmian o znacznie obnizonej zawartosci kwasu erukowego (z
49% do ilosci Sladowych) i glukozynolanéw (3). Jednak nowe odmiany nie sa w wystarczajacym
stopniu odporne i plenne. Prowadzone sg réwniez badania majgce na celu poznanie organizacji
genomu oraz opracowanie metod wprowadzania okreslonych cech do genomu rosliny na
drodze transformaciji.

Rzepak, Brassica napus L. nalezy do rodziny Cruciferae, rodzaju Brassica. Jest naturalnym
amfidiploidem, pochodzacym ze skrzyzowania Brassica oleracea L. (kapusta warzywna) i
Brassica campestris L. (rzepik) (rys.1.) (4).

Dotychczasowe prace nad rzepakiem obejmujg badania: DNA (genom jadrowy i organello-
we), kwasow rybonukleinowych, biatek, analize skladu kwaséw ttuszczowych, aminokwasow i
glukozynolandw.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie przegladu badan organizacji i struktury gendéw,
kwaséw rybonukleinowych posredniczacych w ich ekspresji oraz funkcji biatek, kluczowych

Rys.1. Schemat przedstawiajacy
zaleznosci pomiedzy roslinami upraw-
nymi z rodzaju Brassica. fiA-B. nigra,
BB-S. oleracea, CC-B. campestris,
AABB-S. carinata, AACC-S. juncea,
BBCC-6. napus (4).
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W metabolizmie rosliny. Zestawienie takie wydaje sie potrzebne ze wzgledu na rosnace zaintere-
sowanie tg rosling badaczy z dziedziny biologii molekularnej, a jak dotychczas brak jest pracy
przegladowej na ten temat.

II. Badania DNA rzepaku
1. Sekwencje powtarzajgce sie w DNA genomowym B. napus

W genomowym DNA rzepaku i innych roslin nalezacych do rodzaju Brassica wystepuje
powtarzajgca sie sekwencja nukleotydowa o dtugosci 175 par zasad, ktorej obecnosé wykryto w
wyniku trawienia enzymem restrykcyjnym Hind Il (rys.2).
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Rys.2. Elektroforeza na 2% zelu agarozowynn genomowego DNA (trawionego enzymem restrykcyjnym
Hind Ill) pochodzacego z gatunkéw: a. 8. napus, b 8, oleracea, c. 8. campestris, d. 8. juncea, e. B.
carinata, f. 8. nigra, g. Sinapis alba, h. Eruca saliva, i. Capscila bursa-pastoris, k. Lepidium sativum. |.
Lunaria annua, m. Crambe maritima, n. Thaispi arvense, o. 8. incatia, p Isatis tinctoria, q, Raphanus saliva,
r. 8. napus (5).

Sekwencja ta jest w wysokim stopniu (ponad 50%) homologiczna z wieloma genami tRNA
i prawdopodobnie powstata z rodziny genéw tRNA (5). Podobna sekwencja wystepuje w jadro-
wym DNA u roslin wyzszych, nalezacych do rodzaju Cruciferae (m in B oleracea) (6),

2. Geny biatka zapasowego rzepaku - napiny

Biatko zapasowe rzepaku - napina - jest kodowane przez rodzine (ok. 16) gendéw (7,8).
Analiza sekwencji jednego z nich o dilugosci ok 1x10" par zasad, oznaczonego jako gNa,

wykazata, ze zawiera on 561 kodujacych nukleotyddw oraz sekwencje ograniczajace - o dl.292
par zasad z korica 5 oraz o dl. 172 z konca 3 (rys.3) W regionie konca 5 wystepuje wiele
blokéw zawierajacych 4-6 reszt par zasad AT. Sekwencja okreslana jako TATA (ang. TATA box)
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Rys.3. Mapa restrykcyjna jednego ze sklonowanych genéw napiny (pgNa). EcoRlI, Sali, Xhol, BamHI -
miejsca trawien odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych (7).

znajduje sie w odlegtosci 70 par zasad w kierunku 5' od miejsca inicjacji transkrypcji prekursoro-
wego polipeptydu napiny (od kodonu ATG), natomiast w odlegtosci 42 par zasad w kierunku 5'
od TATA znajduja sie trzy regiony na przemian wystepujacych reszt purynowych i pirymidyno-
wych: pomiedzy 90 a 112 parg zasad - trzy odcinki o di. 7 par zasad, w pozycji 167 - blok
obejmujacy 21 par zasad, w pozycji 193 - jednostka obejmujaca 8 par zasad (7).

Sugeruje sig, ze region 5 genu napiny uczestniczy bezposrednio w aktywacji, a region 3’
(zawierajacy ok. 67% par zasad AT) w terminacji transkrypcji genu (8). Poréwnanie obszaréw
kodujacych badanego genu napiny (gNa) z dwoma klonami cDNA (NI i N2) wykazato, ze nie
posiadaja one intronéw oraz, ze zakonczone sg kodonem TAG. Stwierdzono rozbieznos¢
pomiedzy genomowym i cDNA: sekwencja genu gNa jest o 24 bp dluzsza niz N2. Z wyjatkiem
insercji obie sg w 90% homologiczne, przy czym w trzeciej parze kodonu moze zachodzi¢
podstawienie zasad. Zestawienie sekwencji aminokwasowych, ustalonych na podstawie
sekwencji nukleotydowych DNA, wykazuje, ze 18 reszt aminokwasowych ulegto wymianie i tylko
pie¢ z tych podstawien jest zachowawczych (np. aminokwas hydrofobowy w miejsce hydrofo-
bowego) (7). Sekwencja nukleotydowa gNa i regiony flankujace wykazujg cechy genéw, ulega-
jacych transkrypcji z udziatem polimerazy || RNA. Badano stopieri homologii genéw napiny B.
napus z genami tego biatka, pochodzacymi z roslin, ktérych skrzyzowanie doprowadzito do
powstania gatunku B. napus, tj. z B. campestris i B. oleracea. Wstepne wyniki wykazuja, ze gen
B. napus pochodzi od B. oleracea (8).

Sekwencja genu napiny B. napus zostala ujeta w zestawieniu 207 sekwencji genow
roslinnych zebranych w Banku Gendw. Celem zestawienia bylo zbadanie jakie kodony sa
wykorzystywane dla poszczegdlnych aminokwaséw podczas ekspresji genéw (ang. codon
usage) oraz zaobserwowanie prawidtowosci wystepujacych podczas tego procesu. Analizy te
moga przyczyni¢ sie do glebszego poznania ogélnego mechanizmu odczytywania kodu
genetycznego (9).

3. Genomy organellowe

DNA organellowe - sg waznym elementem pozajgdrowego dziedziczenia cech u organiz-
mow eukariotcznych. U roslin wyzszych jednym z najlepszych przyktadéw tego typu dziedzicze-
nia jest przekazywanie cechy cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci, ujawniajacej sie niezdol-
noscig rosliny do tworzenia funkcjonalnego pytku. Cecha ta jest wykorzystywana do produkciji
hybrydéw u roslin wyzszych. Na podstawie badann DNA organellowego odmian ptodnych
i sterylnych z zastosowaniem analizy restrykcyjnej uwaza sie, ze za ceche meskiej sterylnosci
jest odpowiedzialny DNA mitochondrialny. Cytoplazmatyczna meska sterylnos¢ (CMS) rzepaku
pochodzi z miedzyrodzajowych krzyzéwek linii japonskiej Raphanus sativus, posiadajgcej
cytoplazme meskosterylng. CMS nie zaburza ptodnosci organizmu zenskiego i jest dziedziczo-
na poprzez komorke jajowa (10). Ze wzgledow hodowlanych cecha ta jest bardzo korzystna,
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poniewaz umozliwia krzyzowanie miedzy odmianami i dzieki temu uzyskiwanie mieszancow,
ktére sag bardziej wybujate i odporne na zmieniajace sie warunki srodowiska (heterozja).

4. DNA mitochondrialny

Genomy mitochondrialne wystepujace u roslin wyzszych sa o wiele wieksze i bardziej ztozo-
ne niz odpowiednie genomy innych organizmow. Ich wielko$¢ waha sie od ok. 2x10® par zasad

u gatunkow rodzaju Brassica do ok. 25x10® par zasad u arbuza (dla poréwnania DNA mitochon-
drialny ssakéw jest wielkosci od 15 do 18x10® par zasad, grzybow - 18-78x10® par zasad).
Jedna z najbardziej charakterystycznych cech DNA mitochondrialnego jest wysoka czestotli-
wos¢ przemieszczen okreslonych regionéw biorgcych udziat w rekombinacji zaréwno
wewnatrz- jak i miedzyczasteczkowej. Na podstawie badan struktury DNA mitochondrialnego
z zastosowaniem mikroskopii elektronowej stwierdzono, ze sklada sie on z szeregu czasteczek
o roznej wielkosci. Mapowanie genetyczne genomu Brassica campestris, wykazato, ze jest on
kolistg czagsteczka wielkosci 2,18x10® par zasad (6. napus 2,21x10®), a takze, ze zawiera
regiony powtarzajace sie o ditugosci 2x10® par zasad, przedzielone regionami o dtugosci
8,3x10® i 13,5x10® par zasad. Ponadto wykryto dwie mniejsze czasteczki DNA (13,5x10® i
8,3x10® par zasad) wystepujace w mniejszej ilosci. Zaproponowano model DNA mitochondrial-
nego skladajacy sie z trzech czgsteczek - gtownej - 2,18x10® par zasad, ktéra po rekombinacji
pomiedzy homotogicznymi regionami powtarzajgcymi sie daje poczatek dwom mniejszym
czgsteczkom (13,5x10® i 8,3x10® par zasad). Ponadto wykryto obecnos¢ liniowego lub kolistego
DNA, nazywanego plazmidowym (10). U B. napus jest to liniowy pozachromosomalny plazmid
o dilugosci 1,13x10'M par zasad (rys.4.), nie posiadajacy fragmentéw powtarzajacych sie i
o wysoce konserwatywnej sekwencji (11). Sekwencje plazmidowe moga ulec wigczeniu do DNA
mitochondrialnego, powodujac zwiekszenie jego ztozonosci i wielkosci. U roslin, podobnie jak
u innych organizméw eukariotycznych, DNA mitochondrialny koduje jedynie czes¢ biatek
mitochondrialnych. Sa nimi skladniki btony mitochondrialnej, bedace elementami tancucha
transportu elektronéw i kompleksu Fq-F, ATP-azy, a takze trzy rybosomalne RNA oraz szereg
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Rys.4. Mapa restrykcyjna liniowego plazmidu mitochondrialnego B. napus. Diugosci fragmentow
wyrazone sg jako kb (ang. kilobase - tysiac par zasad) (11)

tRNA. Wiekszos¢ biatek mitochondrialnych jest kodowana przez geny jadrowe, a nastepnie
syntetyzowana przez rybosomy cytoplazmatyczne i transportowana do mitochondriow. Wydaje
sie, ze enzymy zaangazowane w replikacje, transkrypcje i procesy przeksztalcen mt DNA sa
kodowane przez genom jadrowy (10).

Badanie mitochondrialnego DNA B. napus odmian ptodnych i meskosterylnych oraz analiza
poréwnawcza obrazéw restrykcyjnych z zastosowaniem enzymu Sal | wykazata, ze kazda z
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form posiada specyficzny wzor restrykcyjny (ang. restriction pattern), mogacy stanowi¢ podsta-
we do ich rozréznienia. Inna jest réwniez lokalizacja genéw rRNA oraz sktad biatek, syntetyzo-
wanych in vitro przez mitochondria (12). Badania dystrybucji DNA mitochondrialnego podczas
procesu fuzji protoplastéw, z zastosowaniem analizy restrykcyjnej, wykazaly, ze zachodzi jego
rekombinacja w regionie genu 26S rRNA (13,14).

5. DNA chloroplastowy

Ogodlna struktura i organizacja DNA chloroplastowego rzepaku jest podobna do wystepuja-
cego u innych roslin wyzszych. Sktada sie on z dwoch identycznych sekwencji (ok. 15 Md)
zorganizowanych jako fragmenty powtarzajace sie o odwrdconej orientacji, rozdzielone przez
dwa regiony o réznej wielkosci (ok. 54 i 15 Md). W regionach koricowych obu fragmentéw
znajduja sie, w dwoéch kopiach, geny rRNA. Poréwnywanie fragmentéw restrykcyjnych DNA
chloroplastowego rzepaku formy ptodnej i meskosterylnej, uzyskanych po trawieniach enzy-
mami Sal |, Kpnl, Pstl, Smal, Xhol wykazato réznice w uzyskanych obrazach restrykcyjnych (15).
Stosujac trawienia enzymem EcoRI okreslono dwa typy obrazéw restrykcyjnych; typ | — rosliny
meskosterylne i typ Il - rosliny ptodne (16). Badano udziat DNA chloroplastowego w ekspresji
cechy meskiej sterylnosci; po fuzji protoplastéw formy ptodnej Brassica napus i formy zawiera-
jacej cytoplazme rosliny meskosterylnej Raphanus sativus analizowano DNA tych hybrydow,
ktore byly meskosterylne. Stwierdzono, ze podczas fuzji protoplastéw zachodzi proces segre-
gacji chloroplastow. Analiza restrykcyjna DNA wykazata, ze pochodzi on od protoplastéw
ptodnej rosliny B.napus (17).

Mapowanie genetyczne cpDNA obu wymienionych form B. napus przy uzyciu rRNA jako
sondy hybrydyzacyjnej wykazato, ze wszystkie hybrydyzujace fragmenty lezg w obrebie odwré-
conych sekwencji powtarzajacych sie oraz, ze wystepuja pewne réznice miedzy DNA chlorop-
lastowym obu form rzepaku. W wyniku trawien restrykcyjnych DNA chloroplastowego okreslono
jego wielkos¢ - ok. 9,9x10d (18,19).

W zwigzku z dazeniem do wprowadzania do hodowli odmian rzepaku o okreslonych
cechach opracowano metode fuzji haploidalnych protoplastéw, umozliwiajgcg uzyskanie roslin
0 niezmienionym garniturze chromosomowym z protoplastéw roslin posiadajacych okreslone
cechy, a ktérych skrzyzowanie jest niemozliwe w warunkach naturalnych. Poprzez fuzje haploi-
dalnych protoplastéw potaczono ceche cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (zwigzanej
z genomem mitochondrialnym) i odpornosci na herbicyd - atrazyne (wywotanej mutacja biatka
chloroplastowego). Obie te cechy sg przenoszone przez organizm zenski - wiec niemozliwe jest
uzyskanie potgczenia tych cech na drodze krzyzowania. Fuzja haploidalnych protoplastéw
umozliwia bezposrednie otrzymanie roslin diploidalnych dajacych nasiona hybrydowe. Analiza
DNA organellowego hybrydéw wykazata identyczno$¢ DNA mitochondrialnego z DNA rosliny
meskosterylnej, natomiast DNA chloroplastowy byl identyczny z DNA rosliny odpornej na atrazy-
ne (20).

6. Transgeniczne odmiany rzepaku

Najnowsza, bardzo intensywnie rozwijajaca sie technika badan nad rzepakiem dotyczy
opracowania warunkéw i metod uzyskiwania roslin transformowanych (transgenicznych) o
okreslonych cechach, ktdrych ekspresja zachodzitaby w kolejnych pokoleniach rosliny.
W przypadku rzepaku badania koncentrujg sie na wprowadzeniu zmian do szlaku metaboliczne-
go tluszczoéw, tj. zmian sktadu kwasow ttuszczowych nasienia (21). Wyrdznia sie nastepujace
metody otrzymywania roslin transgenicznych (rys.5):

- bezposrednie wprowadzenie obcego DNA (metoda chemiczna, elektroporacja z zastoso-
waniem dwu- i jednoniciowego DNA, fuzja liposomoéw z protoplastami, fuzja sferoplastow z
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Rys.5. Schemat sposobéw otrzymywania transgenicznych roslin oleistych (21).

protoplastami, mikroiniekcja, transformacja typu ,,gene-gun” z zastosowaniem jonéw metali,
transformacja z uzyciem laseréw),

- poprzez transformacje w systemach bakteryjnych {Agrobacterium tumefaciens lub A. rhizo-
genes).

Pojawity sie doniesienia o opracowaniu metod transformacji rzepaku w systemach bakteryj-
nych (22,23,24,25). Préba transformacji z zastosowaniem A. rhizogenes zakonczyla sie sukce-
sem, jednak uzyskane rosliny miaty zmieniony fenotyp, bedacy skutkiem onkogennego dziata-
nia plazmidu bakteryjnego (22). W zwigzku z tym prowadzono transformacje z zastosowaniem
A. tumefaciens i otrzymano rosliny transformowane, u ktérych wprowadzone wektory bakteryjne
zostaty wigczone do systemu ekspresji (23,24,25).

Kolejnym krokiem byto opracowanie metody wprowadzania obcych genéw do genomu
rosliny, ktérych ekspresja zachodzitaby na okreslonym etapie rozwoju; w przypadku rzepaku
zmiany dotycza szlakéw metabolicznych wyzszych kwasoéw ttuszczowych nasienia - a wiec -
etapu rozwoju zarodkowego. Dlatego jako sekwencje regulatorowa wprowadzanego genu
wybrano sekwencje promotorowa genu napiny, ktérego ekspresja zachodzi wylgcznie na tym
etapie. Skonstruowano wektor (pCGN 767), ktory posiadat wikgczony w miejscu restrykcyjnym
EcoRI fragment DNA B. napus o di. 3,3x10" par zasad, zawierajacy:

- sekwencje promotorowe i gen napiny (wzbogacony o dziewie¢ kodondéw reszt aminokwa-
sowych - w tym piec reszt metioniny),

- gen reduktazy dwuhydrofolianu,

- region kodujacy fosfotransferazy neomycyny,

- prokariotyczny marker gentamycyny (rys.6).

Opracowano warunki transformacji i regeneracji ro$lin oraz segregacji transformantow.
Przeprowadzono analize produktéw biatkowych, bedacych efektem ekspresji wprowadzonych
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Rys.6. Mapa genetyczna i restrykcyjna wektora pCGN767. Fragment liniowy przedstawia 15,1kb,
pozostata czes¢ odpowiada fragmentowi (o dlugosci 18,6kb) wektora pVCK102, powstatemu w wyniku
trawienia enzymami restrykcyjnymi Bgl Il i Sal | (26).

gendéw (bacjanie aktywnosci fosfotransferazy neomycyny) oraz hybrydyzacje sond genéw
markerowych z wyizolowanym DNA i mRNA. Stwierdzono, na tej podstawie, ekspresje wprowa-
dzonych gendéw w tkance embrionalnej, natomiast w innych tkankach jej nie zaobsenwowano.
Uzyskano dziedziczenie wprowadzonych genéw przez nastepne pokolenie roslin (26).

Opracowano metode transformacji rzepaku w systemie A. tumefaciens, ktéra jest wydajna
i niezalezna od genotypu rosliny (27). Zastosowano plazmid pGSFR780A, zawierajacy chime-
ryczny gen skonstruowany z: genu odpornosci na fosfinotrycyne (gen bar kodujacy acetylaze
fosfinotrycyny) oraz genu odpornosci na kanamycyne (gen neo fosfotransferazy neomycyny)
pod kontrolg promotora nopalinowego. Uzyskano ekspresje wprowadzonych gendéw i dziedzi-
czenie przez nastepne pokolenie roslin.

[ll. Kwasy rybonukleinowe

Wyizolowano i oznaczono sekwencje niskoczgsteczkowych rybosomalnych kwasow

rybonukleinowych: transferowego kwasu rybonukleinowego dla aminokwasu fenyloalaniny
(tRNAM®) oraz 5S rRNA, ktoéry jest jednym z elementéw strukturalnych i funkcjonalnych duzej

podjednostki rybosomalnej. Znane sa tRNAM® z pszenicy, tubinu, jeczmienia i rzepaku. Intere-
sujaca jest petna identycznos$¢ ich struktury, a takze duzy procent (84%) homologii do tRNA**®
drozdzy. W petli antykodonu tRNAMM® rzepaku wystepuje nukleotyd typu Y, ktérego funkcja nie

jest jasna (rys.7).
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Rys.7. Sekwencja nukleotydowa
tRNAM® B. napus zapisana w postaci Aoh

struktury drugorzedowej liscia
koniczyny (28).
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Rys.8. Sekwencja nukleotydowa 5S rRNA B. napus zapisana w postaci struktury drugorzedowej (28).
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Rzepak jest jedyng rosling z rodziny Cruciferae, dla ktérej okreslono sekwencje 5S rRNA
(rys.8). Poréwnanie jej z 5S rRNA innych roslin wykazato, ze jest identyczna z sekwencjg 5S
rRNA organizméw pochodzgcych z rodziny Chemopodiaceae (28).

Wyznaczono energie swobodng czasteczki 5S z zastosowaniem analizy komputerowej (29).
Jej wartos¢ wynosi 33 kcal/mol i jest réwna energii swobodnej czasteczek 5S rRNA u Beta
vulgaris i Spinacia oleracea. Powyzsza analiza umozliwia wnioskowanie o strukturze drugorze-
dowej, jakg posiada czasteczka o okreslonej sekwenciji.

IV. Biatka rzepaku

Badano aktywnos$¢ enzyméw, kluczowych w metabolizmie kwaséw tluszczowych
(30,31,32). Interesujacym byto doniesienie o wykryciu aktywnosci acetylazy chloramfenikolu w
ekstrakcie biatkowym tkanki miekiszowej liscia B. napus. Aktywnos¢ tego enzymu nie zostata
wykryta do tej pory w zadnym z badanych organizméw eukariotycznych. Fakt jej wykrycia u B.
napus ttumaczy sie tym, ze moze by¢ ona przypadkowa wtasciwoscig roslinnej transacetylazy.
Uniemozliwia to jednoczesnie stosowanie genu acetylazy jako genu markerowego transformac;ji
rzepaku (30).

Wyizolowano i oczyszczono aktywna reduktaze biatka przenoszacego grupy enolowe
i acylowe - jest to biatko kluczowe w metabolizmie ttuszczéw dojrzewajacych nasion rzepaku.
Badano aktywnos¢ enzymu w zaleznosci od momentu rozwoju nasienia i stwierdzono, ze
osigga ona maksimum miedzy 30 a 35 dniem od zakwitniecia rosliny, po czym utrzymuje sie na
wysokim poziomie. Zaobserwowano, ze wzrost aktywnosci enzymu wyprzedza proces magazy-
nowania ttuszczéw. Opracowano réwniez precyzyjng metode oczyszczania enzymu do stanu
homogennosci. Okreslono sktad aminokwasowy biatka i poréwnano z analogicznym biatkiem
szpinaku. Stwierdzono wysokie podobienstwo, z tym, ze enzym rzepaku ma wiecej alaniny a
mniej izoleucyny; oba enzymy maja dwie reszty cysteiny na czasteczke. Okreslono kinetyke
enzymu: - wyznaczono dla substratu (krotonoilo-CoA) 178 //M, okreslono specyficznosé
substratowg dla NADH oraz wrazliwo$¢ na dziatanie inhibitorow (skierowanych na reszty cystei-
ny): p-chlororteciobenzoesanu (p-CMB), N-etylomaleimidu(MalNEt) i jodoacetamidu. Fakt
dziatania wymienionych inhibitoréow wskazuje na to, ze reszty cysteiny odgrywaja wazng role
w aktywnosci enzymu (chociaz nie muszg by¢ zlokalizowane w centrum aktywnym enzymu)
(31).

Oczyszczono i scharakteryzowano biatko przenoszace grupy acylowe w dojrzewajacych
nasionach rzepaku. Biatko to, bedace sktadnikiem kompleksu syntetazy kwaséw ttuszczowych,
petni kluczowa role w biosyntezie kwaséw tluszczowych. Badano indukcje aktywnosci biatka
w zaleznosci od stadium rozwoju nasienia. Podobnie jak w przypadku reduktazy biatka przeno-
szacego grupy acylowe aktywnos¢ ta intensywnie wzrasta miedzy 25 a 35 dniem po zakwitnie-
ciu rosliny, poprzedzajgc proces akumulacji lipidow w nasieniu. Opracowano unikalng metode
izolacji i oczyszczania enzymu aktywnego (z zastosowaniem Mono Q FPLC, octylo-sefarozy
oraz Blue Sepharose). Okreslono sklad aminokwasowy biatka oraz sekwencje N-terminalnego
konca (48 reszt aminokwasowych); jest to pierwsze doniesienie na temat sekwencjonowania
tego biatka (32).

Prowadzono réwniez prace nad scharakteryzowaniem biatka zapasowego rzepaku - napiny.
Jest to niskoczasteczkowe (1,7S) biatko zasadowe o ciezarze czgsteczkowym 13 000 D. Skiada
sie z dwu podjednostek - o ciezarze 9000 i 4000 D - potgczonych mostkami siarczkowymi,
pochodzacymi od reszt cysteiny. Okreslono sktad aminokwasowy; obie podjednostki sg bogate
w glutamine (ok. 25% reszt aminokwasowych) (33). Stosujac dichroizm kotowy (CD) zbadano
strukture drugorzedowa naptny; w 40-45% ma ona strukture a-helikalng, a w 16-20% konfor-
macje Badania CD w podwyzszonej temperaturze wykazaly, ze struktura drugorzedowg
napiny jest bardzo stabilna (34).
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Wykryto biatka, charakterystyczne wylgcznie dla koncowej fazy rozwoju zarodkowego
nasienia (ang. LEA - late embryogenesis abundant) (35). Stwierdzono, ze mRNA dla tych biatek
wystepuje na Scisle okreslonym etapie rozwoju zarodkowego.

Rzepak jako roslina uprawna rosngca w klimacie umiarkowanym jest narazona na dziatanie
niskich temperatur oraz okreséw suszy. Prowadzono badania mechanizméw mrozoodpornosci
rzepaku i wytrzymatosci na susze. Poszukiwano biatek “szoku”, ktore stanowig odpowiedz
rosliny na zmiane warunkow jej Srodowiska.

Badano zmiany sktadu biatek kietkujagcych nasion rzepaku w zaleznosci od temperatury
wzrostu. Stwierdzono, ze obnizenie temperatury (z 18°C do 0°C) powoduje zahamowanie
syntezy niektérych biatek (np. karboksylazy rybulozo 1,6-dwufosforanu) oraz wywotuje synteze
innych. Produkty biosyntezy biatek analizowano na dwukierunkowych zelach poliakrylamido-
wych. Przeprowadzono réwniez badania biatek, syntetyzowanych in vitro na matrycy mRNA,
wyizolowanych z kietkbw hodowanych w obu temperaturach. Uzyskane wyniki potwierdzity
wczesniejsze obsenwacje (36).

Prowadzono badania zmian poziomu biatek korzeniowych rzepaku wywotanych susza.
Analizowano na dwukierunkowych zelach poliakrylamidowych biatka korzeniowe roslin
hodowanych w warunkach suszy i w normalnych. Zaobserwowano 13 nowych niskoczgsteczko-
wych biatek, syntetyzowanych w warunkach suszy. Po przeniesienu roslin do warunkéw normal-
nych i po dalszej hodowli (trzy dni) obserwowano zanik wymienionych biatek. Postuluje sie, ze
sa to biatka odpowiedzialne za odpornosc¢ rosliny na brak wody (37).

V. Podsumowanie

Badania nad rzepakiem obejmuja szeroki zakres zagadnien. Jednag z gtéwnych przyczyn
zainteresowania tg rosling jest fakt szerokiego wykorzystania jej jako zrédia ttuszczow i biatek
roslinnych. Prowadzone sa prace nad polepszeniem plennosci i odpornosci uzyskanych
odmian o obnizonej zawartosci kwasu erukowego i glukozynolanéw. Rozwinely sie badania
genomu, a takze biatek rzepaku kluczowych w metabolizmie ttuszczéw, jak rowniez bedacych
wynikiem szoku (termicznego, fizjologicznego) na jaki narazone sa rosliny.

Poznanie funkcji i charakteru powyzszych biatek wraz z badaniami informacji genetycznej
rzepaku prowadza do stopniowego poznania mechanizmu funkcjonowania rosliny, a zatem do
rozpoznania tych etapéw regulacji, na ktérych bytyby wprowadzane zmiany.

Metoda transformacji rzepaku umozliwi wprowadzanie do genomu rosliny genéw, niosgcych
okreslone cechy, np. cytoplazmatyczng meska sterylnos¢, dzieki ktorej mozna uzyskiwac
bardziej odporne mieszance. Korzystnym byloby wprowadzenie odpornosci na rézne herbicy-
dy, co pozwolitoby na stosowanie ptodozmianu.
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Rapeseed nucleic acids and proteins

Summary

Rapeseed (Brassica napus L.) is one of the most important oilseed crop in the world because of high

fatty acids and proteins content. In the last 30 years, a great deal of efforts has gone into improving the
quality of B.napus using both classical breeding and several tissue culture techniques. Genetic enginee-
ring can potentially be used as a method to add specific properties to existing varieties.

In this paper, research work summation on rapeseed nucleic acids and proteins is presented.
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