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W licznych pracach genetyczno-hodowlanych obserwuje sig rosnace zainte-
resowanie tworzeniem mieszaficéw oddalonych, ktére sa cennym materialem wyj-
Sciowym dla hodowli roélin. Poszukuje sie warto$ciowych cech u spokrewnionych
dzikich form, w celu przeniesienia ich do form uprawnych na drodze krzyzowania
oddalonego. Uzyskane pokolenie mieszaficowe ma szans¢ dziedziczy¢ pozadane
cechy obojga rodzicéw. Otrzymywanie roflin mieszaficowych z krzyzowari oddalo-
nych jest jednak ograniczone ze wzgledu na istnienie barier pre- i post-zygotycz-
nych. Jednym z efektéw wystgpowania barier post-zygotycznych krzyzowania
oddalonego jest zamieranie zarodk6éw mieszaficowych we wczesnych stadiach
embriogenezy. Bariery te mozna pokonaé wykorzystujac kultury in vitro.

Celem pracy byla ocena mozliwoéci pokonania barier post-zygotycznych
wystepujacych przy krzyzowaniu oddalonym wybranych gatunkéw z rodzaju Bras-
sica stosujac kultury in vitro izolowanych zarodkéw i zalazkow.

Material i metody

Wykonano krzyzowania zwrotne pomigdzy trzema gatunkami: B. fruticulosa
(CYR)) 2n = 16, B. campestris (L.) ssp. sarson (PRAIN) 2n = 20 i B. napus (L.) var.
oleifera (METZG.) 2n = 38. W przypadku rzepaku (Brassica napus) uzyto dwie
odmiany jare Topas’ i ‘White Flower'. Gatunki uzyte do krzyzowan z rzepakiem
posiadaja wazne uzytkowo cechy, ktére moga poszerzy¢ zmienno$¢ genetyczna
tego gatunku. B. fruticulosa to gatunek dziki charakteryzujacy si¢ silnym syste-
mem samoniezgodosci i odpornoscia na choroby i szkodniki. B. campestris ssp.
sarson — rzepik jary, posiada wazna z uzytkowego punktu widzenia ceche - z6lta
okrywe nasienna.

Ogdétem wykonano 6 kombinacji krzyzowan. Kastracj¢ przeprowadzano w
stadium paka kwiatowego, a zapylanie wykonywano bezposrednio po kastragji.
Dla kazdego krzyzowania wykonano 4 warianty zapylania:
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wariant A-pylek naniesiony na znamig shupka,

wariant B-pylek umieszczony na stupku po odcigciu znamienia,

wariant C-pytek naniesiony w polowie odcigtej szyjki stupka,

wariant D-pylek naniesiony na zalaznig po uprzednim usunigciu szyjki stupka.

Dla wszystkich kombinacji krzyz6wkowych w kazdym wariancie zapylania
dokonano oceny plodnos$ci. Plodno$¢ obliczono ze stosunku liczby otrzymanych
tuszczyn do liczby zapylanych kwiatow. W kombinacjach krzyzowania, w kt6rych
zarodki osiagaly co najmniej stadium sercowe, prowadzono kultury izolowanych
zarodkéw. Zarodki izolowano 14-21 dni po zapyleniu w zalezno$ci od kombinacji
krzyzowania. W krzyzowaniach, w ktérych zarodki zamieraly przed uplywem 14
dni od zapylenia postuzono sie¢ kulturami zalazkéw. Zalazki pobierano i wykta-
dano na pozywki miedzy 5 a 13 dniem od zapylenia. Hodowlg zalazkéw i zarod-
kéw prowadzono w pokoju hodowlanym przy fotoperiodzie 16/8 godzin, w tem-
peraturze 25°C i o§wietleniu 4500 luxéw.

Kultury zarodkéw i zalazkéw prowadzono na pozywkach WHITE (W) [1963],
MURASHIGE 1 SKOOG (MS) [1963], MURASHIGE i SKooG zmodyfikowanej przez
KELLER'A i in. (MS,) [1975] oraz NITscH i NITscH (H,) [1969]. Wybdr pozywki inicju-
jacej uzalezniony byt od stadium rozwojowego zarodka. Zarodki izolowane w sta-
dium serca umieszczano na pozywce W i po 7 dniach przenoszono na pozyke
MS. Starsze zarodki umieszczano bezpo$rednio na pozywce MS. Zarodki, ktére
na pozywce MS rozwinely pedy nie wyksztalcaly korzonkéw zarodkowych. Dla-
tego po 3—4 tygodniach inkubacji umieszczano je na ukorzeniajacej pozywce H,.
W przypadku, gdy zarodki formowaty struktury nienormalne, prowadzono dodat-
kowo 1-3 krotny pasaz na pozywce MS, zanim pedy umieszczono na pozywce H,.
Podobnie postgpowano z izolowanymi zalazkami, ktére bezposrednio po izolacji
umieszczano na pozywce W. Po 7 dniach inkubacji zalazki otwierano, a otrzyma-
ne zarodki w zalezno$ci od stadium rozwojowego umieszczano na pozywce W lub
MS.

W celu zwigkszenia wydajnodci regeneracji odcinano fragmenty pedéw
regenerujacych roflin pochodzace z p6Zniejszych etapéw kultur (pozywka MS,
H,) i przenoszono je na oddzielne pozywki réznicujace i ukorzeniajace.

Wyniki i dyskusja
A.  Ocena skutecznosci krzyzowania (tab. 1)

Dwie kombinacje krzyz6wkowe (B. napus X B. campestris 1 B. campestris x
B. napus) zawigzaly tuszczyny we wszystkich wariantach kontrolowanego zapyla-
nia. W przypadku krzyzowania B. napus z B. campestris najwigksza plodnosé
otrzymano w wariancie C zapylania (66,7%), a najnizsza w wariancic B (34%).
Krzyzowanie zwrotne tych gatunkéw odznaczato si¢ najwyZsza ptodnoscia w
wariancie B (62,5%) a najnizsza w D (50%).

W krzyzowaniu B. campestris X B. fruticulosa tuszczyny zawigzato 7,1%
zapylonych kwiatéw w wariancie A zapylania. Pozostale warianty zapylania w tym
krzyzowaniu nie skutkowaly wigzaniem tuszczyn. W krzyzowaniu B. fruticulosa X
B. campestris otrzymano tuszczyny tylko w wariantach A (ptodno$¢ 6,4%) i B
(ptodnos¢ 15,4%). Wariant D w krzyzowaniach zwrotnych B. napus z B. fruticu-
losa nie wykazal plodnosci. W pozostalych wariantach zapylania tej kombinacji
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krzyzéwkowej, w przypadku gdy forma mateczna byla B. napus, najwigksza liczbg
luszczyn obserwowano przy zapylaniu na znami¢ (16,7%) a najnizsza, gdy pylek
nanoszono na odcigta w potowie szyjke (6,7%). W przypadku, gdy forma matecz-
na byla B. fruticulosa obserwowano odwrotng zalezno$¢ — najwigksza ptodnodé w
wariancie C zapylania (14,8%) a najmniejsza w A (5,3%).

B.  Ocena wynikéw kultur zarodkéw i zalazkéw (tab. 1)

7. 6 kombinacji krzyz6wkowych otrzymano 229 zalazkéw, z ktérych wyizolo-
wano 43 zarodki w sadium sercowatym i torpedy.

W pelni rozwiniete ro§liny mieszaficowe uzyskano z 4 kombinacji krzyzo-
wafl (tab. 1). Byly to: B. napus X B. fruticulosa (6 zregenerowanych roSlin), B.
fruticulosa X B. napus (1 ro§lina), B. napus X B. campestris (23 rodliny), B.
campestris X B. napus (1 ro§lina + 2 roéliny sklonowane). W sumie otrzymano
31 roflin co stanowi 72% zarodkéw umieszczonych na pozywkach.

W krzyzowaniach zwrotnych B. fruticulosa i B. campestris nie otrzymano ani
jednej rodliny. W krzyzowaniu tych gatunkéw zarodki mieszaficowe zamieraly
przed osiggnigciem stadium serca. Zastosowano wige kultury zalazkéw. Zalazki z
tej kombinacji krzyzéwkowej umieszezano na pozywkach po 3-5 dniach od zapy-
lania, jednak nie podejmowaly one rozwoju. Pozytywny efekt w kulturach zalaz-
kéw obserwowano jedynie w krzyzowaniu zwrotnym B. napus X B. campestris,
otrzymano rofliny z obu kierunkéw krzyzowan. Ogétem w kulturach zalazkéw
zregenerowalo 27 roélin w tym 21 w przypadku, gdy forma mateczng byla B.
napus.

Technika hodowli zarodkéw w kulturach in vitro zostala po raz pierwszy
zastosowana przez LAIBACHA [1925] dla otrzymania ro$lin mieszaficowych w rodza-
ju Linum. Znaczenie kultur zarodkowych doceniono kiedy OVERBEEK 1 in. [1941]
zaobserwowali, Ze mleczko kokosowe dodane do pozywki stymuluje wzrost zarod-
koéw. Dzi§ powszechnie uwaza sig, ze oswobodzenie zarodka z niekorzystnego
$rodowiska i przeniesienie na odpowiednie poZywki in vifro jest szansa rozwoju
ro§liny mieszaficowej, a czynniki takie jak: genotyp, stadium rozwojowe zarodkéw
w momencie izolacji, warunki wzrostu ro§liny matecznej, sktad pozywki i warunki
inkubacji odgrywaja kluczowa rol¢ w skuteczno$ci zarodkowych kultur in vitro
[WOICIECHOWSKT i in. 1997]. Wedlug wielu badaczy [NISHIYAMA, INOMATA 1966;
MALEPSzY 1989; NOwaK 1996] w krzyzowaniach oddalonych lepsza skuteczno$cia
krzyzowania oddalonego charakteryzuja si¢ kombinacje, w ktérych roslina mate-
czna jest na wyzszym poziomie ploidalno$ci. Podobng zalezno$¢ obserwowano w
prezentowancj pracy.

W rodzaju Brassica po raz pierwszy kultury zarodkowe zostaly zastosowane
przez NISHIEGO i in. [1959]. Od tego czasu sa czgsto uzywane dla otrzymania mie-
szaficow oddalonych w rodzaju Brassica. Za pomoca kultur zarodkowych udato
si¢ migdzy innymi otrzyma¢ mieszafice oddalone z takich krzyzowati jak: B. jun-
cea X B. napus [Balaj i in. 1986], B. alboglabra X B. campestris [CHEN i in. 1988]
czy B. campestris X B. chinensis [ANGIHORTI i in. 1990, cyt. za WOJCIECHOWSKI 1998).

W krzyzowaniach oddalonych, zarodki czg¢sto zamierajg we wczesnych sta-
diach rozwojowych. Pomocne moga by¢ wtedy kultury zalagzkowe. Kultury zalaz-
kéw pozwalaja zachowad naturalne Srodowisko rozwijajacym si¢ zarodkom i
uchroni¢ je przed uszkodzeniem i stresem spowodowanym izolacjg [POPIELARSKA,
PRZYWARA 1997]. Wazne jest, aby nie dopuéci¢ do degeneracji zalgzkéw.



Tabela 1; Table 1
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Kombinacia kezvs . in vivo in vitro
ombinacja owania
Crossin: comzznalion wariant . . . liczba ro§lin uzyska- . . liczba roSlin uzyska-
8 zapylenia | luszczyny* Z;;;;ng ;l;czl? z;a\:,yo*dolfoov-v nych z zarodkéw [i:;f:tl)laz:lyafiolféov-v nych z zalazkéw
Torma matecz- | forma Gjcows- polhr}anon siliques* number of | number of pla- number of plants number of pla- number of plants
. . variant (%) obtained from plated obtained from plated
na; female ka; male ovules ted embryos b ted ovules I
parent form | parent form embryos ovules
B. fruticulosa A 16,7 87 7 6 80 0
B. fruticulosa B 111 2 1 0 1 0
B. fruticulosa C 6,7 2 1 0 1 0
B. napus B. fruticulosa D 0 0 0 0 0 0
var. oleifera | B campestris A 403 70 11 7 59 21
B. campestris B 34,1 14 14 12 0 0
B. campestris C 66,7 0 0 0 0 0
B. campestris D 41 6 6 4 0 0
B. napus A 53 12 2 1 10 0
B. napus B 54 0 0 0 0 0
B. napus C 14,8 0 0 0 0 0
B. fruticul B. napus D 0 0 0 0 0 0
oS s A 6a 3 0 0 3 o
B. campestris B 15,4 3 0 0 3 0
B. campestris C 0 0 0 0 0 0
B. campestris D 0 0 0 0 0 0
B. napus A 56,2 9 1 1 8 6
B. napus B 62,5 0 0 0 0 0
B. napus C 555 0 0 0 0 0
B. campestris | B. napus D 50 0 0 0 0 0
ssp. sarson B. fruticulosa A 7,1 19 0 0 19 0
B. fruticulosa B 0 0 0 0 0 0
B. fruticulosa C 0 0 0 0 0 0
B. fruticulosa D 0 0 0 0 0 0

zawiagzywanie miodych tuszczyn w stosunku do liczby zapylonych kwiatéw; setting of young siliques in relation to the number of pollinated fiowers
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WOJCIECHOWSKI i in. [2001] stwierdzili, Ze najlepszy moment dla izolowania zalgz-
kéw u Brassica przypada miedzy 10 a 30 dniem od zapylenia i jest on najbardziej
zalezny od krzyzowanych genotypéw. W prezentowanej pracy zarodki izolowano
migdzy 14 a 20 dniem od zapylenia. Odpowiadalo to stadium serca lub torpedy w
rozwoju zarodka. W niektérych kombinacjach krzyzowan zarodki zamieraly przed
osiggni¢ciem stadium serca. Dla ratowania wcze$nie zamierajacych zarodkéw
zastosowano kultury zalgzkowe. Kultury zalgzkowe w wielu przypadkach majg
przewage nad kulturami zarodkéw, gdyz bardzo miode zarodki mogg korzystaé
zaréwno z egzogennych jak i endogennych Zrédet odzywczych.

Z duzym sukcesem kultury zalgzkowe w rodzaju Brassica prowadzili Wor-
CIECHOWSKI i in. [2001]. Autorzy ci wykorzystali kultury in vitro zarodkéw i zalgz-
kéw do otrzymania roélin z krzyzowafi oddalonych pomiedzy réZznymi formami
gatunkéw B. campestris, B. oleracea, B. napus i B. fruticulosa. Kultury zalazkowe
umozliwily otrzymanie ro$lin mieszaficowych w kombinacjach krzyzéwkowych, w
ktérych zarodki zamieraly juz kilka dni od zapylenia. Byly to kombinacje: B.
campestris ssp. chinensis X B. oleracea var. italica oraz B. napus X B. oleracea
var. italica.

W prezentowanych badaniach w kulturach zalgzkéw otrzymano zregenero-
wane roéliny tylko z krzyzowan zwrotnych B. napus i B. campestris. Zregenero-
wane rofliny z krzyzowan tych dwoch gatunkéw uzyskano réwniez przy zastoso-
waniu kultur zarodkowych.

Whioski

1. Wykazano mozliwo$¢ pokonania barier post-zygotycznych metodg kultur in
vitro zarodk6w i zalazkéw w krzyzowaniu trzech gatunkéw Brassica. Zrege-
nerowane rofliny uzyskano tylko w niektérych kombinacjach krzyzowania.

2. W kulturach zalazkéw otrzymano mieszafce z krzyzowaii zwrotnych Bras-
sica napus X Brassica campestris.

3. W kulturach zarodkéw najwigcej zregenerowanych roflin otrzymano z krzy-
zowania zwrotnego Brassica napus X Brassica campestris, mniej z krzyzowa-
nia zwrotnego Brassica napus X B. fruticulosa.
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Streszczenie

Krzyzowanie mi¢dzygatunkowe i migdzyrodzajowe jest waznym narz¢dziem
w zwigkszaniu zmiennosci ro§lin uprawnych.

W Katedrze Genetyki i Hodowli Ro$lin AR w Poznaniu krzyzowania odda-
lone w rodzaju Brassica prowadzone sa juz od dluzszego okresu czasu [WOICIE-
cHOWSKI 1985}, Niska efektywno$¢ wiazania nasion w wickszosci krzyzowan odda-
lonych sklonita autoréw niniejszej pracy do zastosowania kultur in vitro izolowa-
nych zalgzkéw i zarodkéw dla pokonania barier post-zygotycznych uniemozliwia-
jacych otrzymywanie roélin mieszaficowych.

W pracy wykonano krzyZzowania zwrotne mi¢dzy: B. napus, B. fruticulosa
oraz B. campestris ssp. sarson. Formy wybrane do krzyzowan posiadaly wazne
uzytkowo cechy takie jak: z6tta okrywa nasienna, samopylno$¢ lub samoniezgod-
no$¢, odpornos$¢ na choroby grzybowe i szkodniki.

W celu uniknigcia barier prezygotycznych w krzyzowaniach oddalonych
zastosowano kilka wariantéw zapylania rolin matecznych. Kultury in vitro zarod-
k6w i zalazkéw zastosowano w celu zwiekszenia efektywnosci krzyzowan oddalo-
nych.

Sposréd 6 wykonanych kombinacji krzyzowan, w kulturach in vifro izolowa-
nych zarodkéw rosliny otrzymano z nastgpujacych krzyzowai: B. napus X B. fruti-
culosa, B. fruticulosa X B. napus, B. napus X B. campestris B. campestris X B.
napus.

W kulturach zalagZkowych otrzymano zregenerowane roéliny z krzyzowan
zwrotnych B. napus i B. campestris. Nie otrzymano ani jednej roéliny z krzyzowafi
zwrotnych B. campestris 1 B. fruticulosa.

Ogdlem przy zastosowaniu kultur in vitro zalazkéw i zarodkéw otrzymano
58 zregenerowanych roélin. Efektywno$¢ kultur in vitro zalezala gléwnie od geno-
typéw uzytych do krzyzowar.

APPLICATION OF in vitro EMBRYO
AND OVULE CULTURES TO OVERCOME POST ZYGOTIC
BARRIERS OF WIDE HYBRIDIZATION IN Brassica GENUS

Blazej Springer, Andrzej Wojciechowski, Malgorzata Pieskiewicz
Department of Genetics and Plant Breeding,
Agricultural University, Poznah

Key words:  Brassica, wide hybridization, in vitro culture
Summary

Wide hybridization is an important tool in the introduction of important
traits into cultivated plants. Interspecific crosses within Brassica species has been
carried out in the Department of Genetics and Plant Breeding, Poznan Univer-
sity of Agriculture since 1985. Low efficiency of seeds setting makes the main
problem of wide hybridization in most species.

In the presented study several reciprocal crosses among Brassica napus, B.
campestris and B. fruticulosa were done, aiming to obtain new starting material
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for oilseed rape breeding programmes. The species chosen for crossings were
characterized by important and useful traits such as: yellow seed coat, selffertili-
ty, selfincompatibility, resistance to fungi and insects etc.

To avoid prezygotic barriers of incompatibility several variants of pollina-
tion were applied. In vitro culture of isolated embryos and ovules were used in
order to increase the crossing efficiency.

As a result of embryo cultures, plants from 4 crosses’ combination were
obtained. These were: B. napus X B. fruticulosa, B. fruticulosa X B. napus, B.
napus X B. campestris, B. campestris X B. napusy Ovule culture succeeded in reci-
procal crosses of B. napus and B. campestris only. No plant was obtained from
reciprocal crosses of B. campestris with B. fruiculosa nor embryo and ovule cul-
ture.

Application of in vitro techniques enabled to obtain in total 58 hybrid
plants. Effectiveness of in vitro culture depended mostly on the genotype used in
particular crosses.
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