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W niektérych regionach Polski wystgpuja problemy z zanieczyszczeniem nasion rzepaku,
surowca dla przemystu thuszczowego, nadmierng zawarto$cia kwasu erukowego. Jednoczesnie na
plantacjach obserwuje si¢ wystgpowanie roslin nietypowych dla rzepaku. W zwiazku z tym podjgto
badania majace na celu scharakteryzowanie tych roslin, tak pod wzglgdem morfologicznym, bioche-
micznym jak i genetycznym. Do badan uzyto materiat roslinny dostarczony przez Zaktady Thuszczowe
»Kruszwica” S.A., zebrany z pola po plantacji rzepaku ozimego odmiany Lisek w miejscowosci
Pszczotki (woj. zachodniopomorskie) oraz populacji roslin uzyskanych po wysiewie nasion konsump-
cyjnych zebranych z tej plantacji. Przeprowadzono obserwacje morfologiczne roslin rzepiko-
podobnych i rzepakopodobnych, oznaczono sktad kwasow thuszczowych i zawarto$¢ poszczegodlnych
glukozynolandw w nasionach oraz okreslono ploidalno$¢ roslin metoda cytometrii przeptywowej
(FCM). Na podstawie otrzymanych wynikoéw mozna wnioskowac, ze analizowane rosliny rzepiko-
podobne sa w wigkszosci przypadkow segregantami mieszancéw powstatych w wyniku spontanicz-
nego krzyzowania si¢ rzepaku z rzepikiem.

Key words: winter rapeseed, rapeseed-like and turnip-like rape weeds, erucic acid, flow
cytometry, interspecific hybrids

In the last few years the existence of other plants of cruciferous species on oilseed rape
plantations have been observed. Their presence causes a lower value of material delivered for oil
industry because of high amount of erucic acid in the seeds. Therefore the investigations concerning
morphological, chemical and genetical characteristics were undertaken. The observed plant material
was collected from the field after harvest of winter rapeseed plantation of Lisek variety in the region
of Pszczotki. Observations were made also on plants obtained after sowing seeds collected from this
plantation. Morphological observations were conducted for such features as: leaf colour and shape,
presence of trichomes on the leaf surface, flower colour, pod shape and size. Plant material was
divided into two groups: rapeseed-like plants and turnip-like rape after morphological observations.
For estimation of plants ploidity cytometric analyses of relative nuclear DNA content were performed
using measurement of fluorescence intensity. Relative nuclear DNA content in allotetraploid oilseed
rape var. Lisek was 217.36, and in diploid turnip rape var. Brachina was 101.98. For rapeseed-like
plants it reached from 229.16 to 238.63. For turnip-like rape plants it has an average value 160.15.
The composition of fatty acids and content of a particular glucosinolate were determined in the seeds
which were produced by self-pollination. Analysed seeds of turnip like plant had high glucosinolates
content (mean 84.4 pM/g of seeds) and erucic acid (mean 25.8%).
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It can be stated that chemical composition of seeds of turnip-like rape plants had seeds quality
similar to traditional turnip rape variety.

Obtained results allow to conclude that most of the observed turnip-like rape plants are segregants
from spontaneous hybrids between oilseed rape and turnip rape.

Wstep i cel pracy

W Polsce uprawe odmian bezerukowych zapoczatkowano w 1984 r., a w la-
tach 1990-1995 stopniowo do uprawy w catym kraju wprowadzono odmiany
rzepaku podwdjnie ulepszonego, ktdorych nasiona charakteryzuja si¢ znacznie
obnizona zawarto$cia glukozynolanéw, a olej nie zawiera kwasu erukowego.
Od wprowadzenia do uprawy bezerukowych odmian rzepaku ozimego i jarego
uptyneto zatem 20 lat, a mimo to w réznych rejonach kraju pojawiaja si¢ problemy
z utrzymaniem jakoS$ci surowca olejarskiego. Jest to zwiazane z faktem, ze rzepak
jest rosling czgsciowo obco-, czgSciowo samopylna, produkujaca duzg ilos¢ pytku
przenoszonego przez owady i wiatr. Ponadto bez wzgledu na stosowana techno-
logi¢ zbioru po uprawie rzepaku pozostaje na polu bardzo duza ilo§¢ samosiewow
rozwijajacych si¢ z osypanych nasion, ktore dlugo zachowuja zdolno$¢ kietko-
wania w glebie ponad 10 lat, i zanieczyszczaja nastgpujace po nich plantacje.
Aktualnie zachwaszczenie pdl roslinami rzepaku erukowego utrzymuje si¢ $rednio
na poziomie 3%. Sprawozdania przekazywane przez punkty skupu nasion infor-
muja, iz zdarzaja si¢ partie znacznie bardziej zanieczyszczone, zawierajace nawet
do kilkunastu procent kwasu erukowego. Tak podwyzszona zawartos¢ tego kwasu
w nasionach znaczaco wplywa na obnizenie warto$ci surowca dostarczanego dla
przemystu ttuszczowego.

Dodatkowo w ostatnich latach obserwuje si¢ wystgpowanie na plantacjach
ro$lin o budowie morfologicznej odbiegajacej od typowej dla rzepaku (Wojciechowski
iin. 2000).

Ze wzgledu na powyzszy problem podjgto probe charakterystyki tego typu
roslin pod wzgledem budowy morfologicznej, sktadu chemicznego nasion oraz
ploidalnosci.

Material i metodyka

Obiektem badan byt materiat roslinny dostarczony przez Zaktady Ttuszczowe
»Kruszwica” SA. Byly to samosiewy, zebrane w pazdzierniku 2003 roku na polu
po plantacji rzepaku ozimego podwojnie ulepszonego odmiany Lisek, w miejs-
cowosci Pszczotki w woj. Zachodniopomorskim, oraz populacja ro$lin uzyskana
poprzez wysiew nasion konsumcyjnych zebranych z tej plantacji. Rosliny uzyskane
z nasion oraz ro$liny samosiewoéw wykopane z pola w fazie 5—6 lisci posadzono
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w doniczkach i poddano jaryzacji przez okres 7 tygodni w temperaturze +4°C oraz
dhugosci dnia 1 nocy 8/16 h. Nastepnie caty materiat roslinny (75 roslin) umiesz-
czono w szklarni w celu obserwacji biologii kwitnienia, wykonania zapylenia
wsobnego pojedynczych roslin i uzyskania z nich nasion. W zebranych nasionach
zbadano zawarto$¢ kwaséw thuszczowych i1 glukozynolanow. Sktad i zawartosé
kwasow tluszczowych w oleju nasion oznaczono metoda estrow metylowych
opracowana przez Byczynska i Krzymanskiego (1969). Oznaczenie zawartosci
poszczegblnych glukozynolandow wykonano metoda chromatografii gazowe;j
silylowych pochodnych glukozynolanéw (Michalski i in. 1995).

W celu okreslenia ploidalnosci badanych roslin wykorzystano metode cyto-
metrii przeptywowej (FCM). Analizy zostaly wykonane w Stacji Hodowli Buraka
Cukrowego w Straszkowie wedtug metody podanej przez Sliwinska i in. (1999).
Barwienie jader komoérkowych wykonano wg metody opracowanej przez Dolezel
iin. (1992). Intensywnos¢ fluorescencji zabarwionych jader analizowano na cyto-
metrze przeptywowym firmy Partec CCA. Warunki pomiaru fluorescencji jader
— do 2500 zliczen w 512 kanatach fluorescencji dla wszystkich prob. Aparat kali-
browano wykonujac pomiary ilosci DNA jadrowego dla rosliny rzepaku ozimego
odmiany Lisek. Oceng cytometryczna wykonano dla badanych roslin typowych dla
rzepaku oraz o zmienionym morfotypie, a takze dla roslin uzyskanych z oryginal-
nych nasion odmiany Lisek. Dla poréwnania, oceny tej dokonano takze dla roslin
rzepiku odmiany Brachina i rzodkwi odmiany Siletta Nova.

Wyniki

Zréznicowanie morfologiczne roslin

Na podstawie obserwacji morfologicznych ro$lin, pobranych z pola po
plantacji rzepaku ozimego odmiany Lisek, wykonanych w fazie rozety dokonano
podzialu badanego materialu na dwie grupy: rosliny o morfotypie rzepaku (52
ro§liny) oraz ro$liny o morfotypie rzepiku (23 rosliny). Przy czym brano pod
uwage takie cechy jak: ksztalt i barwe li§ci, wystgpowanie lub brak wloskéw na
dolnej i gornej stronie blaszki liSciowej zgodnie z opisem botanicznym podanym
przez Williamsa i in. (1990).

Rozety roslin rzepikopodobnych byly zwarte o krotkich migdzywezlach.
Liscie rozetowe o krotkich ogonkach miaty ksztatt lirowaty z glebokimi wcigciami
blaszki li§ciowej siggajacymi nerwu gtownego (rys. 1). Liscie byly trawiasto-
zielone z licznymi wloskami rozmieszczonymi zaréwno na spodniej jak i gornej
stronie, co nadawalo im charakterystyczna szorstko$¢ (rys. 2). Zasadniczo wigc,
roéznily si¢ od rozet roslin o morfotypie rzepaku, ktore byty zwarte, o lisciach
lirowatych, osadzonych na dtugich ogonkach. Liscie mialy blekitnozielona barwe
spowodowana obecno$cia woskowatego nalotu. Powierzchnia liSci byta nieowto
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Rys. 1. Roslina rzepikopodobna w stadium rozety Rys. 2. Liscie rozetowe rosliny rzepikopodobnej
The turnip-like rape plant in the rosette stage z licznymi wloskami na blaszce lisciowej
The rosette leaves of turnip-like rape plant
with the numerous hairs on the leaf blade

siona lub sporadycznie z pojedynczymi wloskami na brzegach. Zrdéznicowanie
w budowie morfologicznej migdzy dwoma badanymi grupami roslin bylo widoczne
rowniez w dalszych fazach rozwojowych. Rosliny o morfotypie rzepaku w fazie
pakowania wytwarzaly ciemnozielone masywne todygi z osadzonymi na nich lan-
cetowatymi, siedzacymi lisS¢émi. Nasada blaszki li§ciowej obejmowata todyge do
potowy lub najwyzej do 2/3 jej obwodu, co jest ceche charakterystyczna dla
rzepaku (Musnicki i in. 1999). Rosliny o morfotypie rzepiku posiadaty delikatniej-
sza todyge, o jasniejszym zabarwieniu z lancetowatymi, a nie jajowatymi typo-
wymi dla rzepiku, siedzacymi lis¢émi. Nasada blaszki liSciowej nie obejmowata
lodygi catkowicie, co jest cecha typowa dla rzepiku, lecz najwyzej do 2/3 jej
obwodu. Rosliny o morfotypie rzepaku wytwarzaty kwiatostany w formie luznych
gron, w ktorych kwiaty rozkwitaly od dotu. Kwiatostany roslin o morfotypie
rzepiku byly bardziej zwarte w formie baldachogrona z kwiatami rozkwitajacymi
od szczytu (rys. 3). Kwiaty obydwu badanych grup mialy budowe typowa dla
roslin krzyzowych. Zroéznicowanie dotyczyto wielkosci i barwy kwiatow. Kwiaty
z duzymi ptatkami korony, koloru zottego ze $cisle przylegajacymi do nich dzial-
kami kielicha byly charakterystyczne dla grupy roslin rzepakopodobnych. Nato-
miast kwiaty ro$lin rzepikopodobnych mialy zdecydowanie mniejsze platki korony,
koloru siarczanozottego i wyraznie odstajace od nich dziatki kielicha.

W celu uzyskania nasion wszystkie obserwowane ro$liny zaizolowano.
W grupie roslin rzepakopodobnych proces zapylania i wiazania tuszczyn i nasion
w tuszczynach przebiegat prawidtowo. Luszczyny mialy budowe typowa dla
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rzepaku, byly diugie, grube o szerokim dziobie. Zawieraly $rednio od 18 do 28 na-
sion o czarnobrazowej barwie. Natomiast w grupie roslin rzepikopodobnych, pomimo
normalnej produkcji pytku do wiazania tuszczyn nie dochodzito. Z tego powodu,
podjeto probe recznego zapylania kwiatdéw w obrebie izolowanych roslin. W ten
sposob uzyskano niewielkie ilo$ci nasion zaledwie z 10 rzepikopodobnych roslin.
Luszczyny tego typu ro$lin byly krotkie, waskie o dluzszym dziobie, lukowato
wygiete ku gorze. Srednio w luszczynach znajdowato si¢ od 2 do 6 ciemno-
brazowych nasion (rys. 4).

Rys. 3. Kwiatostan rosliny rzepikopodobne;j Rys. 4. Ksztalt i wielko$¢ tuszczyn rosliny rzepiko-
(na lewo) i rzepakopodobnej (na prawo) podobne;j (na lewo) i rzepakopodobnej (na prawo)
The inflorescence of turnip-like rape plant The pods shape and size of turnip-like rape plant

(on the left) and rapeseed-like plant (on the right) (on the left) and rapeseed-like plant (on the right)

Sklad chemiczny nasion

W nasionach zebranych po zapyleniu wsobnym roslin zbadano zawarto$¢
kwasow thuszczowych i glukozynolandéw. Ze wzgledu na niewielka ilo$¢ zebranych
nasion wykonano 20 analiz z nasion roslin rzepakopodobnych oraz 3 z nasion ros-
lin rzepikopodobnych (tab. 1). Sktad kwasow tluszczowych w nasionach roslin
rzepakopodobnych byt zblizony do odmiany Lisek, natomiast zawarto$¢ sumy
glukozynolanéw w nasionach, znaczaco przekraczala zawarto$¢ tych zwiazkow
typowa dla tej odmiany. Z 20 zanalizowanych roslin nasiona tylko dwéch roslin
charakteryzowaly si¢ zawartoscia glukozynolanow wynoszaca 8,8 1 12,3 uM/g
nasion. W nasionach pozostatych 18 roslin zawarto$¢ glukozynolanow miescita sig
w przedziale od 20,8 do 43,3 uM/g nasion. Tak duze zr6znicowanie nie moze by¢
efektem tylko modyfikujacego wplywu warunkow wegetacji (temperatura, $wiatlo,
wilgotno$¢) panujacych w szklarni.

W nasionach roslin rzepikopodobnych, ktore stanowily 25% catej badane;j
populacji, przy nie zmienionej ilosci nasyconych kwaséw tluszczowych, stwier-
dzono o ponad potowe nizsza niz u rzepaku zawarto$¢ kwasu oleinowego, wysoka
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zawarto$¢ kwasu erukowego w przedziale od 13,9 do 39,0% i bardzo wysoka
zawartos¢ glukozynolandow od 77,3 do 88,4 uM/g nasion. Sktad chemiczny nasion
tego typu roslin zblizony jest do sktadu nasion tradycyjnych odmian rzepaku lub
rzepiku.

Badania cytometryczne

Rzepak Brassica napus L. (2n = 38) jest naturalnym allopoliploidem (allo-
tetraploidem AACC), powstalym z potaczenia diploidalnych genoméw B. campes-
tris L. (AA) i B. oleracea L. (CC). Gatunki Brassica oleracea L., B. nigra Koch.
i B. campestris L. sa diploidalnymi gatunkami ancastralnymi (U 1935), a ich game-
tyczne liczby chromosomow wynosza odpowiednio: n=38, 9 i 10. Jak wykazaty
badania przeprowadzone przez Robbelena (1966), Matsuzawa (1978), Wojciechow-
skiego (1985a, b) gatunki te krzyzuja si¢ stosunkowo tatwo. Poprzez krzyzowanie
gatunkow wyjsciowych mozliwe jest z roznym skutkiem wytworzenie rzepaku synte-
tycznego. Natomiast poprzez krzyzowanie rzepaku (B. napus L.) z gatunkami wyjscio-
wymi (B. oleracea L. lub B. campestris L.) uzyska¢ mozna tzw. mieszance ,,pot-
syntetyczne”, przy czym efektywniejsze sa krzyzowania, w ktorych roslina rzepaku
jest forma mateczna. Grabiec (1967) w swojej pracy nad mieszancami oddalonymi
w obrebie rodzaju Brassica wykazal, ze w warunkach kontrolowanych rzepak
stosunkowo tatwo krzyzuje si¢ z rzepikiem w obu kierunkach, natomiast w warun-
kach polowych wigksze prawdopodobienstwo uzyskania nasion mieszancowych
wystepuje w przypadku gdy rzepak jest forma mateczna.

Obserwowane zréznicowanie w budowie morfologicznej roslin pobranych
z plantacji oraz sktad chemiczny nasion z nich zebranych, zasadniczo odbiegajacy
od sktadu nasion rzepaku odmian podwdjnie ulepszonych, wskazywaty na ich mie-
szancowe pochodzenie. Aby okresli¢ ploidalno$¢ badanych roslin wykorzystano
metode cytometrii przeptywowej (FCM), w ktorej dokonuje si¢ analizy ilo$ciowe;j
wzglednej intensywnosci fluorescencji emitowanej przez jadra komorkowe wybar-
wione fluorochromem. Analiza FCM zawartosci jadrowego DNA jest znacznie
wygodniejsza metoda okreslania ploidalnosci, niz klasyczne, bardzo czasochtonne
liczenie chromosomoéw w mikroskopie §wietlnym w komorkach interfazowych
(Dolezel 1997). W rezultacie otrzymuje sig¢ histogram z pikiem dominujacym,
odpowiadajacy jadrom interfazowym w fazie G; (2C DNA) cyklu komérkowego,
i mniejszy pik dla jader w fazie G, (4C DNA) (Rogalska, Maluszynska, Olszewska
1999).

W przeprowadzonych badaniach kontrolg zewnetrzna stanowily pomiary wy-
konywane, kazdorazowo na poczatku i w potowie serii oznaczen, prob: z rosliny
diploidalnej jaka jest rzepik — odm. Brachina (rys. 5A), z ro$liny rzepaku —
odmiany Lisek, jako ro$liny allotetraploidalnej (rys. 5B) oraz rzodkwi Raphanus
sativus L., (RR, 2n = 18). Rzodkiew wlaczono do badan, poniewaz w fazie rozety
zaobserwowano u roslin rzepikopodobnych cechy morfologiczne, takie jak: ciemno-
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zielone zabarwienie blaszki liSciowej, intensywne jej owlosienie, wskazujace na
pewne ich podobienstwo takze do rzodkwi.

Analizy wzglednej zawartosci DNA jadrowego wykonano dla 20 roslin rzepa-
kopodobnych i 20 roslin rzepikopodobnych, poréwnujac lokalizacjg ich piku G; na
histogramie z pikiem G roslin kontrolnych (tab. 2).

Tabela 2
Wzgledna zawarto$é 2 C DNA jadrowego w badanych roslinach
The relative 2 C nuclear DNA content of investigated plants

Wzgledna zawarto$¢ DNA jadrowego
Gatunek n Genom — numer kanatu fluorescencji
Species Genome Relative DNA content of nuclei
— fluorescence channel number
B. campestris L. — rzepik 20 AA 101,98
Raphanus sativus L. — rzodkiew 18 RR 102,16
B. napus L. — rzepak 38 AACC 217,36
Rosliny rzepakopodobne (15) 38 AACC 229,16
Rapeseed-like plants (5) 38 AACC 238,63
Rosliny rzepikopodobne (19) ? ? 160,15
Turnip-like rape plants (1) 20 AA 100,78

Histogram wzglgdnej zawarto$ci DNA jadrowego wyizolowanego z mtodego
liscia rzepiku odm. Brachina pozwolit stwierdzi¢, iz ponad 69% jader znajduje si¢
w fazie G¢/G; cyklu komoérkowego i tworzy pik dominujacy G; w kanale
fluorescencji 101,98 (rys. SA). Dla rzodkwi pik dominujacy G, zlokalizowany byt
w kanale fluorescencji 102,16.

Histogram wzglednej zawartosci DNA jadrowego wyizolowanego z mtodego
liScia rzepaku odm. Lisek uwidocznil, ze rowniez ponad 69% jader znajduje sig
w fazie Go/G; cyklu komorkowego, ale tworzy pik dominujacy G; w kanale
fluorescencji 217,36 (rys. 5B).

Natomiast dla 19 roslin rzepikopodobnych stwierdzono lokalizacjg piku domi-
nujacego G; w kanale fluorescencji 160,15 (rys. 6A), czyli posrednia migdzy
rzepikiem lub rzodkwig a rzepakiem. Wzgledna zawartosci DNA jadrowego wyizo-
lowanego z mlodego liscia tylko jednej rosliny rzepikopodobnej byta charakterys-
tyczna dla rzepiku odm. Brachina. Ponad 69% wyizolowanych jader znalazto sie
w fazie Go/G; cyklu komorkowego i utworzyto pik dominujacy G; w kanale
fluorescencji 100,78. Rosling ta mozna okresli¢ jako diploidalny rzepik (tab. 2).

Dla ro$lin rzepakopodobnych pik dominujacy G; zlokalizowano w kanale
fluorescencji 229,16 i 238,63 (rys. 6B). Jego lokalizacja byta zbiezna z pikiem G,
rzepaku.
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Rys. 5. Histogram wzglednej zawartosci DNA jadrowego: A — rzepiku Brassica campestris L. odm.
Brachina i B — rzepaku Brassica napus L. odm. Lisek — Histogram of relative DNA content of nuclei:
A —turnip rape Brassica campestris L. cv. Brachina and B — rapeseed Brassica napus L. cv. Lisek
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Rys. 6. Histogram wzglednej zawartosci DNA jadrowego: A — ro$liny rzepikopodobnej i B — rosliny
rzepakopodobnej — Histogram of relative DNA content of nuclei: A — of turnip-like rape plant and
B — rapeseed-like plant
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Podsumowanie

Obecnosé roslin o zmienionej budowie morfologicznej zarowno w populacji
ro§lin pobranych z pola po plantacji rzepaku ozimego, jak i roslin uzyskanych
z wysiewu nasion konsumpcyjnych uzyskanych z tej plantacji, wskazuje na
znaczne zanieczyszczenie pola samosiewami rzepiku uprawianego na tym terenie
wczesniej. Zanieczyszczenie to moglo powsta¢ w skutek niestarannego prowa-
dzenia plantacji rzepaku lub w efekcie bledow agrotechnicznych w trakcie
przygotowania pola pod siew lub blednej agrotechniki po zbiorze rzepiku. Analiza
wzglednej zawartosci DNA jadrowego wykonana dla roslin rzepikopodobnych
pozwala stwierdzi¢, iz sa one pod wzglgdem stopnia ploidalnosci forma posrednia
migdzy diploidalnym rzepikiem a allotetraploidalnym rzepakiem. Prawdopodobnie
sa forma mieszancowa powstata w wyniku niekontrolowanego migdzygatunkowe-
go przepylenia w pomigdzy tymi gatunkami. Stwierdzona podwyzszona zawartos$c¢
kwasu erukowego i glukozynolanow w nasionach konsumpcyjnych jednoznacznie
dyskwalifikuje taka parti¢ nasion jako surowiec dla potrzeb przemystu thusz-
CZOWego.
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