Tom XXXI R oSLINY OLEISTE —OILSEED CROPS 2010

Andrzej Wojciechowski, Agnieszka Przybyt, Janetta kemann, Blazej Springer
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Gekigtidlodowli Raslin

Zastosowanie metody przévietlania zalazkow
do szacowania efektywnsti zapylania przy
oddalonych krzyzowaniach w rodzajuBrassica

Cleared-ovule method applied to the evaluation ofie effectiveness
of pollinations in wide crosses withirBrassica genera
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promieniowanie UV

W pracy podito prok; adaptacji metody preietlania zaizkow, opracowanej w 2004 roku
przez Ponitk i Slusarkiewicz-Jarzia (2004) dla zbd w celu oceny skutecziai zapylé: miedzy-
gatunkowych w rodzajBrassica Materiat badawczy stanowity 10- i 15-dniowe tusaty powstate
w wyniku zapylania rzepaku ozimego i jaredd. (hapu} oraz gorczycy etiopskiejB( carinatd
i z6ttonasiennego rzepiku jaregB.(campestrissp.trilocularis, cv. Yellow Sarson) pytkiem édych
gatunkéwBrassicanapromieniowanym promieniami UV-C.

Uzyskane dane wskaayjze metoda przsvietlania zaizkow opracowana przez PonitkSlusar-
kiewicz-Jarzig, po matych modyfikacjach me by z powodzeniem stosowana dla obserwaciji
rozwoju zarodka u gatunkéw z rodzdwassica bez koniecznii stosowania czasochtonnej i kosz-
townej metody parafinowe;.

Efektywnas¢ wykonanych krzgowan migdzygatunkowych byta znagzo nizsza w poréwnaniu
z krzyzowaniami wewatrzgatunkowymi. Ponadto, w zwrotnych képyvaniach midzygatunkowych
obserwowano rftha efektywna¢ w zaleznosci od tego, ktéra z form stanowita fogrmatecza.

Key words: Brassica interspecific crosses, embryo formation, clearade technique, UV-radiation

An attempt was made to adapt a cleared-ovule matbwdloped by Ponitka artlusarkiewicz-
Jarzire (2004) for evaluation of crossing effectivenessvide crosses withifBrassicagenera. The
material used in this experiment consisted of 1@ Hh day old siliqua obtained after pollination of
winter and spring oilseed rapB.(napu$, Ethiopian mustardB. carinatg and yellow seeded spring
turnip rape B. campestrisssp. trilocularis, cv. Yellow Sarson) with pollen of differefrassica
species treated by different doses of UV radiation.

Obtained data showed that cleared-ovule methodedsdrl previously for cereal crops can be
successfully applied for the observation Bfassica embryo development after some small
modification, instead of applying a time-consumpagaffin method.

Effectiveness of interspecific crosses was conaldgr lower as compared to intraspecific
crosses. Moreover in reciprocal interspecific cessglifferent effectiveness was observed depending
on the maternal form.
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Wstep

Emitowane przez stmwe promieniowanie ultrafioletowe jest zmicowane
pod wzgkdem dtugéci fali: UV-C (200-280 nm), UV-B (280-320 nm) oralx/-A
(320-380 nm). Warstwa ozonowa zatrzymuje catkowmigmieniowanie UV-C,
a pozostale dwa rodzaje rzepuszczane i dociegado powierzchni Ziemi.
W wyniku dziatalndci czlowieka zanika ozon w stratosferze, co powedugrost
przenikalndgci fal z zakresu 280-320 nm. Natomiast pochtanipn@énieniowania
UV-A nie jest powazane z grubcia warstwy ozonowe;j.

Promieniowanie ultrafioletowe oddziatuje nazétg zywy organizm. Na pod-
stawie bada stwierdzonoze w przypadku wielu gatunkow dlin moze by nawet
gtéwnym czynnikiem regulggym ich rozwqj i wzrost (Jordan 1996). Jedngoze
rodzaj i zakres konsekwencji napromieniowamiabardzo zmienne i zate od
wrazliwosci danego gatunku, intensywdod naturalnego ultrafioletu, warunkéw
srodowiska oraz réwnoczesnego oddziatywania innyeynigikow biotycznych
i abiotycznych. Na sam stopienrazliwosci danej réliny wptywa jej genotyp,
ekotyp oraz stadium ontogenezy, w jakim mhajduje (Kravets i in. 2008). W celu
zminimalizowania ewentualnych szkddgliny wyksztatcity wiele mechanizmow
obronnych. Nalga do nich np. zwikszanie grubgci warstwy wosku na dciach
czy produkcja wtérnych metabolitow, takich jak fémd flawonoidy, a nagpnie
gromadzenie ich w warstwie naskorka (Kakani i i802). Wszystkie zalgosci
pomigdzy raslinami a promieniowaniem UV nie zostaty jeszczetddkie poznane
i pozostaj nadal obiektem intensywnych analizdéadczalnych.

Podgte w pracy badania majréwniez na celu dostarczenie dodatkowych
informaciji, ktére mogtyby przyczyaisiec do wyjanienia specyfiki oddziatywania
promieniowania UV na organizm dllmny, a w tym konkretnym przypadku na
Ziarna pyiku. Ostabione pod wptywem UV ziarna pypaiich wyciu do zapylania
mogtyby stymulowa rozwoj komorki jajowej w zarodek bez udziatu zapienia.

Krzyzowanie oddalone, polegag na krzgowaniu ze sobosobnikéw nales-
cych do dwéch rimych gatunkéw lub rodzajow, napotyka na swojej deodiele
przeszkdd. Zaobserwowane trudciov przypadku rélin to m.in. stabe kietkowa-
nie pytku, zbyt diuga w stosunku do tagiewki pytejvezyjka stupka, zaburzenia
wystepujace podczas mejozy czy obumieranie zarodkow (skartedesnego zamie-
rania endospermu). sleuda st uzysk& nasiona, to rozwirte z nich réliny
wykazup czsto obnzom ptodncé lub s catkowicie sterylne. Wykorzystanie
takich ralin jest maliwe po przywrdceniu im zdolrfoi do wytwarzania nasion.
Pomimo wielu probleméw krzpwanie oddalone jest €zto wykorzystywane
w hodowli, poniewa pozwala przenig€ niektore cenne cechy, jak np. odpctho
na choroby czy suszz jednego gatunku do drugiego.

Eksperyment, ktérego efektem jest niniejsza praosyczyt oceny wptywu
promieniowania UV na niektére gatunki rodzd&uassica,uwzgkdniajac aspekt
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krzyzowania oddalonego. Na celu miat przede wszystkienpmozliwosci uzycia
metody przéwietlania zadzkéw do szacowania efektywém wykonanych krzy-
zowan oddalonych.

Materiat i metody

Materiat raglinny uzyty w eksperymencie przedstawiono w tabeli 1, ktéra
zawiera rownie informacg odnagnie wykonanych kombinacji krzgwan. Nasiona
pochodzity z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Rm Uniwersytetu Przyrod-
niczego w Poznaniu.

Tabela 1
Zestawienie gatunkéBrassicawykorzystanych do kombinacji krzgwan
List of Brassica species used in cross combinations
Kombinacja zapylania -€ombination of pollination
? 3
B. napusvar.oleifera f. annua B. napusvar. oleifera f. annuacv. White Flower
cv. Topas B. campestrissp trilocularis cv. Yellow Sarson
B. carinata
B. napusvar.oleifera f.annua B. napusvar.oleifera f. annuacv. Topas
cv. White Flower B. campestrissp trilocularis cv. Yellow Sarson
B. carinata
B. campestrissp trilocularis B. napusvar.oleifera f. annuacv. White Flower
cv. Yellow Sarson B. carinata
B. carinata B. napusar. oleifera f. annuav. White Flower
B. campestrissp trilocularis cv. Yellow Sarson
B. napusvar. oleiferaf. biennis B. napusvar.oleifera f. biennigv. Lisek
meskosterylna linia MS-8 B. oleraceavar.gongyloidesv. Herkules
male sterile line MS-8

Pytek do zapylania stupkéw pobierano z kwiatowwiatlanych promieniami
UV (Philips TUV 30W/G30 T8 Long Life — dt. fali 253 nm) w dawkach
bedacych kombinagj odlegtaci od zrédta promieniowania (10, 30 i 50 cm) oraz
czasu traktowania (20, 40 lub 60 minut). Zapylgmizeprowadzano bezfrednio
po n&wietleniu. Ré@ne czasy i odlegkei tworzyly kombinaat odniesienia dla
badania wpltywu promieniowania UV na rozwoj zarodk®a wiekszej przejrzys-
tosci czasowo-odlegkriowej, kombinacje traktowania pytku promieniami UV
przyjeto okrelac symbolami od 1 do 10. Wy§aienie tych symboli przedstawiono
w tabeli 2.
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Tabela 2
Oznaczenia sposobu traktowania pytku promieniami-Q\przygte w dadwiadczeniu
Symbols accepted for the way of treating polleh WiY-C rays in the experiment

Sposéb traktowania pytku promieniami UV-C Way of treating pollen to UV-C rays
Odlegta¢ od zrédia Odlegta¢ od zrédia
% Czas traktowania| promieniowania -% Czas traktowania| promieniowania
.E Time of treating | Distance from the .E Time of treating | Distance from the
g [min.] source radiation g [min.] source radiation
S [em] o [em]
~ N
20 40 60 10 30 50 20 40 60 10 30 50
1 + + 6 + +
2 + + 7 + +
3 + + 8 + +
4 + + 9 + +
5 + + K Pytek kontrolny —Test pollen

Efektywnai¢ zapyler szacowano na podstawie liczby siddw rozwinkitych
w tuszczynie i zawieragych zarodki. W tym celu po uptywie 10 i 15 dni od
zapylenia z poszczego6lnych kombinacji zapyleniaval@ano po dwie tuszczyny
(utrwalacz — mieszanina 40% formaliny, 40% chlorofa i 70% etanolu (EtOH)
w stosunku 5 : 5: 90).

Rozwdj zahzkow i obecné¢ w nich zarodkdw mieshaaowych analizowano
przy zastosowaniu metody péréetleniowej (Ponitka Blusarkiewicz-Jarzina 2004)
w modyfikacji wlkasnej. Wyksztatcone tuszczyny uttareo, a nagpnie odwadniano,
umieszczac je na 2 godziny w rogoym szeregu alkoholowym: 70, 80, 90
i 99,8% EtOH. Odwodnione zgki umieszczano w mieszaninach salicylanu
metylowego i 99,8% EtOH, sukcesywnie po 2 godzinaatoztworach 1:1, 3:1
i ostatecznie w czystym salicylanie 2 razy po 1zijuid.

Z kazdej kombinacji po zapyleniu analizowano po 2 tugngz Obserwacje
zakzkéw i zarodkdéw prowadzono przyyciu kontrastu fazowego w mikroskopie
Nikon. Kontrok stanowily tuszczyny powstatle w wyniku obcozapygeriorm
matecznych pytkiem nie traktowanym promieniowanlgw:C.

Wyniki

Efektywna¢ poszczegolnych krzpwan wyrazona procentowym stosunkiem
liczby zahzkow zawierajgcych zarodki w odniesieniu dwedniej liczby zadzkdw
w stupku byta réna i wyniki przedstawiono w tabelach 3—7. W tabelpodano
rowniez przezywalnas¢ zahzkéw w zalenaosci od czasu, ktory uphghod zapylenia.
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Efektywnai¢ krzyzowania wewatrzgatunkowego rzepaku jaregd. (hapu¥ odmiana White
Flower z odmiasm Topas oraz mdzygatunkowego B. campestrigrzepik jary) iB. carinata
(gorczyca etiopska) —Effectiveness of intraspecific crosses of spriqg réB. napus) White Flower
variety with the Topas variety and interspecifiogses with B. campestris and B. carinata

Procentywych zahzkéw po
okreslonej liczbie dni od zapy
lenia w odniesieniu déredniej

 Procent zaizkow zywych
zawierajcych zarodki

Efektywnads¢ zaptod-
nienia w odniesieni
do éredniej liczby

1%

Forma i liczbi i
ojcowska '% liczby zah(zl_«’)_w w stupku* Po ok(r)eél(;r;(;jylllé:rz]ge dni zakzkow w stupku*
Paternal g Per cent of living ovules aft’ Per cent of living ovules Eff_e_ct_lveness
form € |the determined number of ddyc?ontaining embryos aftr of fertilizing ovules
S |after pollination with referende the determined numbe with reference to th
3 to the average number of days after pollination| _2verage number
of ovules in the pistil* of ovules in the pist
10 dni—days| 15 dni—days |10 dni -dayd 15 dni —days [%]
B.napus | 1 87,2 78,0 63,2 91,2 63,1
cv. Topas| 2 82,6 80,3 47,2 97,1 58,5
3 91,7 87,2 82,5 89,5 76,8
4 84,9 84,9 75,7 91,9 71,1
5 84,9 59,6 45,9 84,6 44,7
6 87,2 82,6 97,4 58,3 66,5
7 91,7 87,2 85,0 73,7 71,1
8 87,2 82,6 100,0 55,6 66,5
9 87,2 84,9 94,7 100,0 83,7
K 91,7 73,4 70,0 96,9 67,7
B. 1 43,6 39,0 68,4 76,5 29,8
campestris| 2 45,9 41,3 90,0 61,1 33,3
Sssp. 3 41,3 39,0 77,8 88,2 33,3
trilocularis | 4 48,2 34,4 100,0 93,3 40,1
cv. Yellow | 5 43,6 39,0 100,0 94,1 40,1
Sarson 6 29,8 20,6 84,6 55,6 18,3
7 36,7 27,5 68,8 75,0 22,9
8 36,7 29,8 75,0 69,2 24,1
9 52,8 48,2 78,3 90,5 42,4
K 55,0 45,9 87,5 100,0 47,0
B. carinata| 1 82,6 71,1 55,6 100,0 58,5
2 41,3 68,8 61,1 66,7 35,6
3 32,1 59,6 42,9 61,5 25,2
4 36,7 32,1 50,0 100,0 25,2
5 80,3 89,4 82,9 89,7 73,4
6 29,8 13,8 92,3 100,0 20,6
7 66,5 82,6 86,2 86,1 64,2
8 43,6 32,1 89,5 78,6 32,1
9 45,9 34,4 90,0 73,3 33,3
K 64,2 87,2 57,1 94,7 59,6

* — $rednia liczba zalZkdw w stupku u odmiany White Flower = 21,8
the mean number of ovules in the pistil of theatsiriVhite Flower = 21.8
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Tabela

4

Efektywnai¢ krzyzowania wewatrzgatunkowego rzepaku jaregd. (hapu$ odmiana Topas
z odmiama White Flower oraz krzyowania medzygatunkowego zB. campestris
i B. carinata— Effectiveness of intraspecific crosses of sprimueréB. napus) Topas variety
with the White Flower variety and interspecific sses with B. campestris and B. carinata

Procentzywych zahzk6w po

okreslonej liczbie dni od zapy
lenia w odniesieniu déredniej

 Procent zaizkow zywych

zawierajcych zarodki

Efektywna¢ zaptod-
nienia w odniesieni
do sredniej liczby

ww

Forma i liczbi i
ojcowska '% liczby zahzkow w stupku* po ok;dalc;g?yllgrz]ge dni zakzkow w stupku*
Paternal | -5 |Percenof living ovules aﬂ? Per cent of living ovuleg __ E'Tectiveness
form € |the determined number of days -~ . of fertilizing ovules
S |after pollination with referencecomammg e_mbryos alﬂerwith reference to th
3 x to the average number the determined r_]um_be average number
of owules in the pistil* of days after pollination of ovulez in the pist
10 dni —days| 15 dni —days | 10 dni —dayd 15 dni —days [%0]
B.napus | 1 95,8 88,8 70,7 711 65,4
cv. White | 2 84,1 79,4 75,0 67,6 58,4
Flower 3 95,8 86,4 63,4 75,7 63,1
4 86,4 79,4 62,2 55,9 49,1
5 86,4 77,1 91,9 63,6 64,3
6 93,5 84,1 90,0 83,3 77,1
7 81,8 60,7 54,3 76,9 45,6
8 86,4 77,1 51,4 72,7 50,2
9 65,4 95,8 64,3 92,7 65,4
K 81,8 74,8 77,1 96,9 67,8
B. 1 35,0 30,4 86,7 46,2 22,2
Campestris 2 39,7 32,7 82,4 0,0 16,4
ssp. 3 35,0 21,0 46,7 0,0 8,2
trilocularis 4 32,7 32,7 71,4 71,4 23,4
cv.Yellow | 5 28,0 9,3 58,3 100,0 12,9
Sarson 6 49,1 35,0 100,0 20,0 28,0
7 35,0 44,4 73,3 5,3 14,0
8 44,4 42,1 63,2 0,0 14,0
9 42,1 37,4 100,0 6,3 22,2
K 53,7 42,1 52,2 100,0 35,0
B. carinata 1 58,4 25,7 88,0 0,0 25,7
2 37,4 7,0 93,8 33,3 18,7
3 44,4 44,4 100,0 78,9 39,7
4 28,0 18,7 100,0 100,0 23,4
5 46,7 37,4 80,0 6,3 19,9
6 444 42,1 94,7 0,0 21,0
7 32,7 4,7 92,9 50,0 16,4
8 44,4 37,4 100,0 0,0 22,2
9 42,1 30,4 100,0 0,0 21,0
K 51,4 49,1 72,7 52,4 315

* — $rednia liczba zalkéw w stupku u odmiany Topas = 21,4
the mean number of ovules in the pistil of theatgrTopas = 21.4
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W przypadku, gdy forgnmatecza stanowity odmiany rzepaku jaredd. (hapu®
White Flower i Topas efektywidé zwrotnych krzgowan tych dwoch odmian po
zapyleniu pytkiem kontrolnym wyniosta odpowiedni@, B i 67,8% (tab. 3 i 4).
Zapylanie odmiany White Flower pylkiem odmiafppas traktowanym egmymi
dawkami promieniowania UV-C skutkowalozri efektywndcia przy zastoso-
wanych dawkach traktowania, ktéra wyniosta od 44(B%ombinacja traktowania
— tab. 3) do 83,7% (9 kombinacja traktowania). Zneg nisz efektywnd¢ obser-
wowano w krzgowaniach mgdzygatunkowych dwdch odmian rzepaku jarego
z z6ttonasiennym rzepikiem Yellow SarsoB.(campestrisi gorczya etiopsk
(B. carinatg (tab. 3 i 4). Wysz efektywnd¢ krzyzowan obserwowano w przypad-
kach, gdzie formy matecza stanowita odmiana White Flower, u ktérej po zapigle
kontrolnym pytkiem Yellow Sarson 47% zakéw zawierato zarodki, a po zapy-
leniu pytkiemB. carinata— 59,6% (tab. 3). W tych krzgwaniach, w ktérych
formg mateczn stanowita odmiana Topas efektywgtiavyniosta odpowiednio 35
i 31,5% (tab. 4). Po zapyleniu dwéch odmian rzegakego pytkiem Yellow Sarson
I B. carinatatraktowanym promieniowaniem UV-C efektywédokrzyzowan byta
w wigkszaici kombinacji nksza w poroéwnaniu z zapylaniem pytkiem kontrolnym.
Byta ona wysza w dwdch kombinacjach zapylania odmiany Whitavel pytkiem
B. carinatatraktowanym UV-C i wyniosta odpowiednio 73,4 i 8% (tab. 3 — 5
I 7 kombinacja) oraz w jednej kombinacji zapylamdmiany Topas pytkiem
B. carinata gdzie w kombinacji 3 odnotowano 39,7% efektygaioa w kombinaciji
kontrolnej 31,5% (tab. 4). Ponadto, w kiawaniach mgdzygatunkowych po
15 dniach od zapylenia obserwowano szersze spekstadiow rozwojowych
zarodka, pocavszy od wczesno-globularnego dazpéj torpedy (fot. 1-6), podczas
gdy w krzyzowaniach wewstrzgatunkowych obserwowano jedynie prawie dojrzate
zarodki (fot. 7).

W krzyzowaniach oddalonych, w ktorych rzepak jary standaiine zapy-
lajaca obserwowano wytaie nizsz efektywnadé w pordwnaniu z kombinacjami,
w ktérych stanowit on form matecza. Jednak generalnie wyza efektywnét
wystapita w krzyzowaniach, w ktérych forgn matecza stanowit rzepik Yellow
Sarson, gdzie 16,3% zakéw zawierato zarodki (tab. 5) po zapyleniu niemet-
lanym pylkiem odmiany White Flower. W kragwaniu B. carinata x White
Flower zaledwie 1,2% zatkOw zawierato zarodki (tab. 6).

Z kolei w zwrotnych krzyowaniach rzepiku Yellow Sarson BE. carinata
efektywna¢ krzyzowan byla wyzsza w przypadku aycia Yellow Sarson jako
formy matecznej. Po zapyleniuslio odmiany Yellow Sarson niegaietlanym
pytkiem B. carinataefektywndc¢ wyniosta 37,5%, a w krzpwaniach gdzie form
mateczn stanowitaB. carinata efektywna¢ ta wyniosta 11,0%. Podobnen-
dencg w efektywndci krzyzowania obserwowano po zapyleniu pyikiem trakto-
wanym promieniami UV-C (tab. 51 6).
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Fot. 1-6. Zajzki roslin Brassicapo ich przéwietleniu salicylanem metylu —Ovules
of Brassica plants after clearing with methyl sglate

Zalazki B. napugodmiana Topas) z zarodkami powstatymi po zapylpgtkiemB. campestris
ssp. trilocularis (Yellow Sarson) traktowanym promieniowaniem UV-C5 dziéh po
zapyleniu. Widoczne zarodki idych stadiow rozwojowych od wczesno- izpo-
globularnych (1-3) do wczesnej ifnej torpedy (4-6).

Ovules B. napus (Topas variety) with embryos emgrgafter pollination with B.
campestris ssp. trilocularis (Yellow Sarson) poltesated with UV-C radiation, f5day
after pollination. Visible embryos of different ééapmental stages from early- and late-
globular (1-3) to the early and late torpedo (4-6).
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Fot. 7. Zadzki B. napus(odmiana Topas) z zarodkami powstatymi po zapulgryitkiem
B. napus (odm. White Flower) traktowanym promieniowaniem 4@y 15 dzié& po
zapyleniu. W zalzkach widoczne zarodki stadium prawie dojrzategaOwules B. napus
(Topas variety) with embryos arising after polliiwat with B. napus (White Flower variety)
pollen treated with UV-C radiation, Y5day after pollination. In ovules visible embryas i
nearly matured developmental stage
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Tabela

5

Efektywnai¢ krzyzowania médzygatunkowego rzepiku jareg®.(campestris— Yellow
Sarson) z rzepakiem jarynB.(napus— White Flower) i gorczyg etiopsk (B. carinatg
Effectiveness of interspecific crosses of sprimgipurape (B. campestris — Yellow Sarson)
with spring oilseed rape (B. napus — White Floveen)l with B. carinata

Procentzywych zahzk6w po
okreslonej liczbie dni od zapy
lenia w odniesieniu déredniej

 Procent zaizkow zywych
zawierajcych zarodki

Efektywna¢ zaptod-
nienia w odniesieni
do sredniej liczby

ww

Forma © i liczbi i
ojcowska | & liczby zahzkéw w stupku* po ok;dalc;g?yllgrz]ge dni zakzkéw w stupku*
Paternal £ |Per cent of living ovules aft 2 Effectiveness
2 |the determined number of dayger c_er_lt of living ovules of fertilizing ovules
form g after pollination with referencecomammg embryos after - h ref : h
3 N4 topthe average number the determined numbe with reference tk? t
rag o of days after pollination average number
of ovules in the pistil of ovules in the pist
10 dni —days| 15 dni —days | 10 dni —dayd 15 dni —days [%0]

B. napus 1 1 55,0 55,0 45 72,7

cv. White 2 2 62,5 52,5 16,0 28,6

Flower 3 3 57,5 425 26,1 471

4 4 57,5 55,0 39,1 40,9

5 5 50,0 35,0 80,0 429

6 6 47,5 57,5 36,8 26,1

7 7 57,5 57,5 73,9 82,6

8 8 57,5 52,5 43,5 33,3

9 9 62,5 52,5 8,0 23,8

K K 47,5 45,0 31,6 38,9

B. carinata| 1 1 47,5 45,0 52,6 105,6

2 2 57,5 55,0 91,3 100,0

3 3 45,0 40,0 66,7 100,0

4 4 67,5 67,5 48,1 100,0

5 5 45,0 35,0 44,4 78,6

6 6 62,5 52,5 100,0 71,4

7 7 60,0 62,5 45,8 96,0

8 8 50,0 45,0 70,0 88,9

9 9 60,0 45,0 70,8 100,0

K K 52,5 60,0 76,2 58,3

* — $rednia liczba zakkéw w stupku u odmiany Yellow Sarson = 20,0
mean number of ovules in the pistil of the varétjlow Sarson = 20.0
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Tabela

277

6

Efektywnai¢ krzyzowania meédzygatunkowego gorczycy etiopskid}.(carinatg z rzepa-
kiem jarym B. napus— White Flower) i rzepikiem jarymB. campestris— Yellow
Sarson)— Effectiveness of interspecific crosses of Bine#a with spring oilseed rape
(B. napus — White Flower) and with spring turnippea(B. campestris — Yellow Sarson)

Procentywych zahzkéw po
okreslonej liczbie dni od zapy
lenia w odniesieniu déredniej

 Procent zaizkow zywych
zawierajcych zarodki

Efektywnads¢ zaptod-
nienia w odniesieni
do éredniej liczby

1%

Ojlzc?):,r\?s?(a '% liczby Zah(ZI_((')_W w stupku* Po Okgzlig?yllgﬁge dni zakzkow w stupku*
Paternal _g Per cent of living ovules aft’ Per cent of living ovules Eff_e_ct_iveness
O | |t renenianngemonyos L1110 e
3 x topthe average number the determined numlbe letiver?aerence tt()) t
. - of days after pollination ge number
of ovules in the pistil* of ovules in the pist
10 dni —days| 15 dni —days |10 dni —dayg 15 dni —dayg (%]
B.napus | 1 22,1 49 66,7 100,0 9,8
cv. White 2 7,4 7,4 100,0 33,3 4.9
Flower | 3 14,7 9,8 66,7 100,0 9,8
4 24,5 2,5 0,0 100,0 1,2
5 31,9 22,1 23,1 100,0 14,7
6 29,4 34,3 50,0 35,7 13,5
7 31,9 22,1 76,9 55,6 18,4
8 9,8 0,0 50,0 0,0 2,5
9 14,7 49 0,0 100,0 2,5
K 2,5 0,0 100,0 0,0 1,2
B. 1 7,4 2,5 100,0 100,0 4,9
campestris| 2 49 0,0 50,0 0,0 1,2
_ Ssp. 3 14,7 2,5 50,0 0,0 3,7
rlogulars | -, 14,7 14,7 333 16,7 3,7
Sarson | 5 14,7 4,9 50,0 100,0 6,1
6 7,4 7,4 33,3 33,3 2,5
7 0,0 7,4 0,0 100,0 3,7
8 12,3 49 40,0 0,0 2,5
9 14,7 2,5 100,0 100,0 8,6
K 34,3 22,1 0,0 100,0 11,0

* — $rednia liczba zakkéw w stupku u gorczycy etiopskieB( carinatg = 20,4
mean number of ovules in the pistil of Ethopiarstawd (B. carinata)F20.4

Podobnie jak w wewgtrzgatunkowych krzzowaniach odmian rzepaku jarego,
tak i w krzyzowaniu ngskosterylnej linii rzepaku ozimego z oziradmiary Lisek
efektywna¢ krzyzowania byta stosunkowo wysoka i po zapyleniu réemetla-
nym pyitkiem wyniosta 59,4%, a po zapyleniu pyitki¢éraktowanym promienio-
waniem UV-C wyniosta 46,9-82,3% w zatesci od kombinacji (tab. 7).
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Wsrdd wszystkich kombinacji krzpwan oddalonych najisz efektywndé
obserwowano w krzzpwaniu linii MS-8 z kalarep (B. oleraceavar. gongyloide},
gdzie jedynie w dwoch kombinacjach zapylenia, fikigm niendwietlanym
i pytkiem traktowanym UV-C (3 kombinacja) jedyniel3 2,1% zajzkow zawie-
rato zarodki.

Tabela 7
Efektywnas¢ krzyzowania ngskosterylnej linii rzepaku ozimego MS-B.(napu$ z odmian
Lisek i z kalarep (B. oleraceavar. gongyloidey — Effectiveness of crosses of male sterile
line MS-8 of winter oilseed rape (B. napus) withsdk variety and with kohlrabi
(B. oleracea var. gongyloides)

Procentzywych zahzkéw po P Efektywnai¢ zaptod-
okre’lonejy;/i\gzbie dni od ngy_Proce.nt zgﬂzkow zywyc.h nienizv\\,lv odnieSieni
lenia w odniesieniu déredniej zawnera;myph za(odkl .| dosredniej liczb

Forma S | Vlicsb zalzko wupku* | PO okrelonej liczbie dni sreaniey Y
ojcowska | g y zahzkow w stupku od zapylenia zakzkow w stupku
Paternal | £ Per cent of living ovules aft’ Per cent of living ovules Ef—f(.glctlweness

form € |the determined number of days -~ . of fertilizing ovules
S |after pollination with referencecomammg e_mbryos alﬂerwith reference to the
3 x to the average number the determined r_1um_be b I
rag o of days after pollination average number
of ovules in the pistil* of ovules in the pistjl
10 dni —days| 15 dni —days |10 dni —dayg 15 dni —days [%]
B. napus 1 62,5 64,6 66,7 80,6 46,9
var.oleifera| 2 95,8 68,8 95,7 54,5 64,6
f. biennis | 3 83,3 87,5 35,0 95,2 56,3
cv. Lisek | 4 97,9 91,7 72,3 72,7 68,8
5 85,4 81,3 97,6 89,7 78,1
6 89,6 79,2 95,3 100,0 82,3
7 79,2 72,9 78,9 80,0 60,4
8 95,8 85,4 69,6 65,9 61,5
9 95,8 77,1 76,1 75,7 65,6
K 83,3 81,3 57,5 87,2 59,4
B. coleracea 1 6,3 4,2 0,0 0,0 0,0
var. 2 0,0 2,1 0,0 0,0 0,0
gongyloides 3 12,5 2.1 16,7 100,0 2,1
cv. Herkules 4 4,2 0,0 0,0 0,0 0,0
5 6,3 0,0 0,0 0,0 0,0
6 14,6 8,3 0,0 0,0 0,0
7 12,5 6,3 0,0 0,0 0,0
8 8,3 2,1 0,0 0,0 0,0
9 2,1 2,1 0,0 0,0 0,0
K 8,3 2,1 75,0 0,0 3,1

* — $rednia liczba zakkéw w stupku linii MS-8 B. napu$ = 24,0
mean number of ovules in the pistil of MS-8 [Berfapus) = 24.0
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Dyskusja

Prezentowane badania mialy na celu ocenienidiwmsci ostabieniazywot-
nosci pytku poprzez napromieniowanie UV i zbadanietgk czynnik bdzie wptywat
na proces zaptodnienia oraz rozwoj zarodka. Pod katem obserwowano
intensywnd¢ kietkowania ziaren pytku, wzrost tagiewek pytkovimw stupku oraz
zarodki otrzymane w wyniku krzgwan wewnatrz- i miedzygatunkowych.

Promieniowanie UV, jak juwspomniano wczmiej, wystpuje w trzech zakre-
sach dlugéci fal: UV-A, UV-B i UV-C. Zastosowane w pracy prosmiowanie
UV-C (lampa emitujca fale o dlugéci 253,7 nm) jest w sposéb naturalny
blokowane przez warstwozonow i nie dociera do powierzchni ziemi, tak dtugo
jak ta zostanie zachowana (Caldwell i in. 1988ykorzystywane jest natomiast
w badaniach nad mikroorganizmamiglioami i zwierztami, poniewa, tak jak
i pozostate zakresy promieniowania, wptywa na zmarkwasach nukleinowych
(mutacje) oraz fizjologi organizmow (Stapleton 1992). Promieniowanie jéstes
pochtaniane przez DNA, a dodatkowa wysoka enegiantw UV-C doprowadza
do szybkiego i rozlegtego wygtienia zmian w jego budowie. W zygku z tym,
ze niewiele jest prac naukowych trakgych o wptywie tego zakresu fal na pytek,
w dyskusji przeprowadzone zostanie odwotanie da prad promieniowaniem
UV-B, jako najbardziej zblionym pod wzgidem dtugéci emitowane;j fali.

Pierwsze prace dotygze promieniowania ultrafioletowego jako czynnika
wplywajacego na réliny wyzsze, powstaty jiw potowie lat 30.XX w. (Stadler
i Sprague 1936, cyt. za Fujii 1969). Natomiast watsm dwudziestoleciu
w zwiazku ze wzrastagym chgle poziomem promieniowania UV-B docie-
rajacego do powierzchni ziemi poprzez mataj powloke ozonowa, naturalnym
wydato s&é wzmazone zainteresowanie badaczy prowadzeniedwidmczér we
wzmiankowanej kwestii. Dowiedziono m.irze nawet maty wzrost w poziomie
promieniowania UV-B w sposob wynay oddziatuje na rdiny, gdyz te przez caly
czas § poddawane ekspozycji promieniowania stonecznegon@ i in. 1990).
Jednoczénie, bezpérednio z procesami wzrostu i rozwoju reprodukcymep-
wigzac mazna wiele biochemicznych, fizjologicznych i genetygeh skutkow
promieniowania UV, ktére zate m.in. od wraliwosci danej réliny i warunkéw
srodowiskowych (Chesnokov i Mantueffel 2000). Wphpvomieniowania UV
badany byt cgiciej w relacji z wegetatywnymi egciami ralin, rzadziej anali-
zowano jego wptyw na organy i procesy reprodukcyfdp@notowano m.in. zmniej-
szenie liczby lci, ich masy i powierzchni pod wplywem wzumego UV-B
(Krupa i Kickert 1989), czy te zwickszenie masy korzeni pod wplywem
zredukowania poziomu napromieniowania (Ruhland. i2005). Natomiast ci
cz¢$¢ z zakresu diwiadczeér nad rozmnzaniem s¢ roslin poswigcono analizie
meskiego gametofitu czyli pytku, jego rozwojowi orazrostowi tagiewek pyt-
kowych.
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W prezentowanej pracy efekty akbzcici zapyler pytkiem potraktowanym
UV-C, bez wzgtdu na zastosowandawke promieniowania, nie odbiegaly
znacaco od wynikéw uzyskanych dla kontroli. Takie reatjt napromieniowania
odnotowano w krzsowaniach White Flower B. carinatg B. carinatax B. campestris
ssp.trilocularis, B. campestrissp trilocularis x White Flower, Topas B. campestris
ssp. trilocularis oraz w poszczegolnych kombinacjach innych kézyek Brak
roznic rowniez obserwowali w swoich pracach Santos i in. (198&);zy hodowali
kukurydz nawietlara promieniowaniem fotosyntetycznie czynnym (PAR) o+ p
taczeniu z UV-B oraz samym PAR. Po umieszczeniu pykypaywce okazato s
ze kielkowanie pyiku traktowanego i kontrolnego [miega identycznie. Zauvigli
jednak opanienie kwitnienia o 2—-3 dni, zmiany w dojrzewanivlrpkow oraz
ultrastrukturze samego pytku. Natomiast Musil (198gkazat,ze promieniowanie
UV-B nie miato wptywu na rozwoj pytku w tinach z rodziny kosacowatych.

W niniejszej pracy stwierdzono w odniesieniu doktéeych kombinacji
krzyzowan i dawek UV-C korzystny wptyw napromieniowania, matwierdza wyni-
ki prac dotyczcymi innych gatunkéw, gdzie stymulgy efekt promieniowania
UV-B rowniez zostat zauwzony (m.in. Jordan 1996, Mackerness i in. 1999).
Z kolei déwiadczenia szklarniowe wagznie nad przedstawicielami rodz&tassica
dotyczce ich zdolnéci do rozmnaania, w przypadkuBrassica rapasugeruy
obnizoma produkcg zywotnego pytku pod wplywem zwkszonego poziomu
promieniowania UV-B, co m@ skutkowdé ograniczeniami w zapyleniu oraz
zaptodnieniu i co za tym idzie, zmniejszeniem liczaasion (Demchik i Day
1996). Czym wobec powrgzego mena uzasadhitak odmienne efekty napromie-
niowania, a mianowicie stymulacgaobserwowanw przeprowadzonym ekspe-
rymencie? Niejednoroddé wynikbw maze by spowodowana rozhtaoscia
w genotypach zastosowanychilio i w zwiazku z tym przeciwstawnreakcp na
promieniowanie UV, czy te poszczegoélne jego dawki. Padlten jest zgodny
Z opiniami badaczy sugesgymi, ze pomeédzy odmianami, populacjami i gatunkami
istniep duze r&znice w reagowaniu na ten czynnik (Barnes i in. 1998ldwell
1 in. 1995, Dai i in. 1994). Inmprzyczyry wyjasniajaca ten fakt mae by diugasé
fali promieniowania, przy czym w cytowanych opraemwach jest to przedziat
280-320 nm (zakres UV-B), a w niniejszym 253,7 ti/<C).

Metoda przéwietlania zadzkOw zastosowana w niniejszej pracy okazata si
bardzo skuteczna i stosunkowo fatwa w stosowauniadzliwia ocerg efektywndgci
krzyzowania rdlin, przydatm zwtaszcza w krzsowaniach oddalonych. Oszacowana
na tej podstawie efektywddwykonanych krzyowan oddalonych potwierdza €o
oczywisty dla hodowcow fakge kierunek wykonanych krzgwan ma dé¢ czsto
znacacy wplyw na wyniki prowadzonych prac. W prezentogjapracy taki
wyrazny wptyw kierunku krzygowania szczegélnie zaznaczyt sV krzyzowaniach
B. napusx B. carinatg gdzie w przypadkuzycia B. napugako formy matecznej
srednio ponad 42% zgikow zawierato zarodki, a w krzgwaniach odwrotnych,
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gdzie B. carinatastanowita forg mateczn zaledwie ok. 8% zatkéw zawierato
zarodki. Podobsm zaleznos¢ obserwowano w krzpwaniachB. carinatax B. cam-
pestris (Yellow Sarson). W tym przypadku po zapyleru carinata pytkiem
Yellow Sarson zaledwie 4,8% zakéw zawierato zarodki, a w krzgwaniach
odwrotnych ponad 41% zgkdw zawieralo zarodki. Dane otrzymane w niniejszej
pracy znajdyj potwierdzenie rowniew innych pracach dotygeych krzyowania
oddalonego w rodzajBrassica.W tym wzgkdzie np. Rébbelen (1966) krayjac
B. campestris xB. oleraceawykazuje 17,1% efektywno, a z krzgowan
B. oleraceax B. campestris— 3,2%. Z kolei Wojciechowski (1985) w krzy-
zowaniach dwoch wymienionych vgj gatunkéw uzyskat efektywdé odpo-
wiednio 9,9 i 0,1%. Rine efekty krzgowan uzyskane przez autoréw mplyc
wyjasnione r@nicami genetycznymi porgilzy raslinami rodzicielskimi aytymi
w krzyzowaniach.

Whioski

1. Zastosowana w pracy metoda pwietlania zadzkow przy wyciu salicylanu
metylu mae by z powodzeniem stosowana do obserwacji rozwojudkaro
oraz oceny jego fazy rozwojowej, co meo by bardzo przydatne przy
podejmowaniu decyzji o momencie izolacji zarodkggo dalszej hodowli
w kulturachin vitro.

2. Efektywnd¢ krzyzowan oddalonych w poszczegolinych kombinacjach byta
zréznicowana. W niektérych przypadkach kinyan zwrotnych efektywngt
ta byla uzaleniona od tego, ktéra z krzgwanych form stanowita foren
mateczag.

3. Na podstawie otrzymanych danych nie udatpjstdnoznacznie stwierdzi
w jaki sposéb uptyw czasu od momentu zapylenia wahna rozwdj zarodka.
W zaleznosci od kombinacii krzgowan w 15 dniu od zapylenia obserwowano
wickszy lydz mniejszy odsetek zgitkow zawierajcych zarodki w poréwna-
niu z danymi otrzymanymi z obserwacji wykonanycli@vdniu od zapylenia.
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