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Ocena mozliwosci wyeliminowania barier
prezygotycznych w krzyzowaniach oddalonych
trzech gatunkow z rodzaju Brassica

The assessment of overcoming prezygotic barrier
in interspecific crosses of three species from Brassica genus
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W realizowanych badaniach okreslono mozliwosci wyeliminowania barier prezygotycznych
w krzyzowaniach oddalonych u Brassica. Wykonano krzyzowania zwrotne migdzy trzema gatun-
kami: B. hirta (gorczyca biata), B. oleracea var. botrytis (brokut) i B. napus var. oleifera (rzepak).
Wykorzystano dwie formy jare i dwie ozime rzepaku. Bariery prezygotyczne probowano wyelimino-
waé poprzez zastosowanie kilku sposoboéw zapylania po skroceniu stupka. Jako kontrolne zapylenie
zastosowano zapylanie na znamig stupka. Obserwacje kietkowania ziaren pytku i wnikania tagiewek
pytkowych przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Stwierdzono zréznicowana
zdolnos$¢ kietkowania tagiewek pylkowych u poszczegdlnych kombinacji krzyzoéwkowych w zalez-
nosci od sposobu zapylania.
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In the present paper the possibility of overcoming the incompatibility barriers in wide hybridization
of Brassica species has been estimated. Three species of Brassica genus were used for diallel
crossing. These were: B. oleracea var. botrytis (broccoli), B. hirta, and two winter and two spring
cultivars of B. napus var. oleifera (oilseed rape). The assessment was made by applying fluorescent
microscopy technique. The observations of pollen grains germination and pollen tubes penetration
were made in pistils of female component of interspecific crosses. Several ways of pollination were
applied, i.e. pollination on stigma, pollination on style after removing the stigma, pollination on
manualy shortened style and pollination on an ovule of pistil after the removing of style.

The applied pollination ways have presented different ability of pollen tubes penetration in
particular cross combinations. Generally, better pollen germination and penetration of pollen tubes
were observed in a cross combination where B. napus was used as a pistil parent. Better pollen
germination after pollination on style without stigma in several crosses was observed. The penetration
of pollen tubes into ovules was observed only in this particular way of pollination.

Wstep

Rzepak (Brassica napus var. oleifera) jako podstawowa roslina oleista
klimatu umiarkowanego poddawany jest ciagtemu ulepszaniu na drodze hodowli.
Programy hodowlane rzepaku, oprocz ciagtego podnoszenia warto$ci gospodarczej



68 Blazej Springer ...

i plonu nasion ukierunkowane sa na ulepszanie cech jakosciowych, jak np. wypro-
wadzenie odmian zéltonasiennych, wprowadzenie cechy samoniezgodno$ci, czy
modyfikacje sktadu kwasow tluszczowych.

Zmienno$¢ genetyczna w obrebie gatunku Brassica napus jest ograniczona.
Jednym ze sposobow zwigkszania zmiennosci u rzepaku jest krzyzowanie odda-
lone. Potencjalnym zrodlem wartoSciowych cech, ktorych introgresja do rzepaku
jest pozadana sa dzikie gatunki Brassica. Jednak w przypadku krzyzowan odda-
lonych dos$¢ czgsto wystepuja bariery uniemozliwiajace otrzymanie mieszancow.
Niezgodnos¢ migdzygatunkowa jest okreslana jako proces wystepujacy po zapy-
leniu, ktory uniemozliwia powstanie mieszancowej zygoty taczacej genomy dwoch
ptodnych form (Nettancourt i in. 1974). Lewis i Crowe (1958) podaja, ze uwarun-
kowania i sposob przejawiania si¢ mechanizmoéw migdzygatunkowej niezgodnosci
zlokalizowanych w szyjce sa takie same w przypadku niezgodnos$ci gametofitycz-
nej, jak i sporofitycznej.

Jedna z napotykanych trudnosci sa tzw. bariery prezygotyczne (Bednarska 1994).
Bariery prezygotyczne polegaja na uniemozliwieniu kietkowania niezgodnego
pylku na znamieniu rosliny matecznej. Bariery prezygotyczne mozna niekiedy
oming¢ stosujac inne sposoby zapylania (Bednarska 1994, Michalik 1996, Wojcie-
chowski i in. 2002).

Celem ninigjszej pracy byla ocena skutecznosci réznych sposoboéw zapylania
w krzyzowaniach diallelicznych B. oleracea var. botrytis, B. hirta oraz B. napus
var. oleifera.

Material i metody

W krzyzowaniach oddalonych uzyto rosliny z gatunkow: B. oleracea var.
botrytis (brokut), B. hirta (gorczyca biata) oraz B. napus var. oleifera (rzepak).
Z gatunku B. napus byly to dwie formy ozime (odmiana LEO oraz r6d MAH 1690)
oraz dwie odmiany jare (Stellar i White Flower). Na materiale tym wykonano
krzyzowanie w niepelnym uktadzie diallelicznym (nie krzyzowano ze soba odmian
ozimych i jarych B. napus). Obserwacje kietkowania ziaren pytku (ZP) i wnikania
fagiewek pytkowych (LP) w poszczegdlne czgsci stupka wykonano przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego. Zastosowano cztery warianty zapylania: A — na
znamig¢ shupka, B — na szyjke¢ w miejscu odcigcia znamienia, C — na szyjke
odcigta w potowie, D — na zalazni¢. W kazdej kombinacji krzyzowkowej anali-
zowano 6 stupkow.

Intensywnos$¢ kietkowania tagiewek pytkowych oceniano w przyjetej 5-stop-
niowej skali, gdzie 0 — brak tagiewek, 4 — tagiewki bardzo liczne, 1-3 — war-
tosci posrednie. Usrednione wyniki zamieszczono w tabeli 1.



Ocena mozliwosci wyeliminowania barier prezygotycznych ... 69

Wyniki

W krzyzowaniu diallelicznym B. napus, B. oleracea, B. hirta obserwowano
rézny stopien zgodno$ci krzyzowej w zaleznosci od kierunku krzyzowania,
wariantu zapylenia i krzyzowanych gatunkow (tab. 1).

Krzyzowanie B. napus x B. oleracea

Zapylanie form ozimych rzepaku

Po naniesieniu pytku B. oleracea na znamiona form ozimych B. napus obserwo-
wano intensywne kietkowanie ZP juz po 24 godzinach od zapylenia: 2,3 — MAH;
3,0 — Leo (tab. 1). Lagiewki nie wnikaty jednak jeszcze do dalszych czesci stupka.
Po 48 godzinach od zapylenia w tych kombinacjach krzyzéwkowych intensywnosc¢
kietkowania ziaren pytku na znamieniu byta juz nieco mniejsza: 2,0 — MAH;
1,8 — Leo (tab. 1), ale obserwowano dos¢ liczne LP w szyjce stupka, a nieliczne
z nich u odmiany Leo (0,2) docieraty do zalazni.

Nieco mniej ziaren pytku kietkowalo po naniesieniu pytku na stupek pozba-
wiony znamienia. W tej kombinacji po 48 godzinach od zapylenia obserwowano
juz tylko nieliczne kietkujace ZP.

W kolejnym wariancie — ZP nanoszone na szyjke¢ stupka odcigta w potowie
— stabe kietkowanie zanotowano po 24 i 48 godzinach tylko w przypadku, gdy
jako formg mateczna uzyto odmiang LEO rzepaku ozimego (0,5 — po 24 h i 0,3 po
48 h). Nie obserwowano tu wnikania £L.P do zalazni, zarbwno po 24, jak i 48
godzinach od zapylania.

Po naniesieniu pytku B. oleracea na zalazni¢ form ozimych B. hapus w miejscu
uprzednio usunigtego stupka obserwowano aktywno$¢ jedynie pojedynczych ziaren
pytku (0,5 MAH i 0,2 Leo). Kietkujace z nich tagiewki nie docieraly do zalazni.
Po 48 godzinach ilo$¢ kietkujacych ZP w tej kombinacji byta podobna (0,3 — Leo,
0,2 — MAH), a tagiewki rowniez nie wnikaty do dalszych czg¢sci stupka.

Zapylanie form jarych rzepaku

Kietkowanie ZP na znamieniu bylo nieco intensywniejsze niz u form ozimych.
Po 24 godzinach od zapylenia, w przeciwienstwie do form ozimych, stwierdzono
wnikanie LP do szyjki slupka, ale bylo ono jeszcze stabe (0,5 — White Flower;
0,3 — Stellar). Wzmozone wnikanie tagiewek do szyjki stupka obserwowano dopiero
po 48 godzinach od zapylania (1,2 — White Flower; 1,0 — Stellar). U formy
White Flower nieliczne LP dotarly rowniez do zalazni.

W wariancie B zapylania intensywno$¢ kietkowania LP byta nieco nizsza niz
w wariancie A, jednakze juz po 24 godzinach od zapylania pojedyncze tagiewki
docieraly do zalazni (0,2 — White Flower; 0,2 Stellar). Podobng ilo$¢ tagiewek
w zalazni obserwowano po 48 godzinach od zapylenia.
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Tabela 1
Whikanie lagiewek pylkowych do poszczegélnych czgsci stupka w krzyzowaniach
zwrotnych trzech gatunkow Brassica przy czterech sposobach zapylania — Penetration
of a particular part of style by pollen tubes in reciprocal crosses of three Brassica species
in four ways of pollination

Czas po Kombinacja krzyzowania, wariant zapylenia, obecno$¢ LP w poszczegdlnych czgsciach stupka
zapyleniu Cross combination, way of pollination, penetration of pollen tubes
Time after
pollination A B C D
(l |z s zA WN|Z S ZA WN| Z S ZA WN| Z S ZA WN
B. napus (MAH 1690) x B. oleracea ozime

24 23 00 00 00| X 15 00 00| X 00 00 00| X X 05 00
48 20 1,8 0,0 0,0 02 05 00 X 00 00 00| X X 03 00

napus (LEO) x B. oleracea ozime
22 00 00| X 05 00 00| X X 02 00
03 08 00| X 03 00 00| X X 02 00

24 30 00 0,0 0,0
48 L8 1,0 02 0,0

napus (White Flower) x B. oleracea jare
21 02 00| X 1,0 00 00| X X 07 0
08 03 00| X 1,0 00 00| X X 02 0

napus (Stellar) x B. oleracea jare
5 02 00| X 08 00 00| X X 02 00
02 02 00| X 05 00 00| X X 00 00

24 32 05 0,0 0,0
48 L5 1,2 08 O

24 35 03 0,0 00
48 2,1 1,0 00 0,0

napus (MAH 1690) x B. hirta ozime
03 00 00| X 00 00 00| X X 0,0 0,0
05 03 00| X 00 00 00| X X 0,0 0,0

24 2,1 00 00 00
48 0,8 02 0,0 00

napus (LEO) x B. hirta ozime
0 00 00| X 05 00 00| X X 02 00
5 02 00| X 08 03 00| X X 02 00

24 25 08 0,0 00
48 1,0 0,3 0,0 0,0

napus (White Flower) x B. hirta jare
8 02 00| X 00 00 00| X X 00 00
2 03 00| X 00 00 00| X X 00 00

napus (Stellar) x B. hirta jare
02 00 00| X 00 00 00| X X 00 00
02 02 00| X 00 00 00| X X 00 00

24 25 0,0 00 00
48 2,0 0,8 00 00

24 22 00 00 00
48 20 05 0,0 0,0

hirta x B. oleracea
00 00 00| X 00 00 00] X X 00 00
02 00 00| X 02 00 00 X X 00 00

24 0,0 00 0,0 0,0
48 L2 05 0,0 0,0

T e e e T ol e T L B o T T T - T e I A R S e

Sposoby zapylania — Pollination ways

A — zapylanie na znamiona — pollination on stigmas

B — zapylanie na szyjkg po usunigciu znamienia — pollination on style after removing of stigma

C — zapylenie na szyjke stupka skrocona o potowe — pollination on manually shorten style

D — zapylanie na zalaznig po usunigciu szyjki stupka — pollination on ovary after removing of style
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Ciag dalszy tabeli 1

Czas po Kombinacja krzyzowania, wariant zapylenia, obecno$¢ LP w poszczegolnych czgsciach stupka
zapyleniu Cross combination, way of pollination, penetration of pollen tubes
Time after
pollination A B c D
(h] Z S ZA WN| Z S ZA WN| Z S ZA WN| Z S ZA WN
B. oleracea x B. napus (MAH 1690) ozime
24 25 00 00 00| X 28 02 00| X 00 00 00| X X 00 00
48 28 1,2 00 00| X 30 00 00| X 00 00 00| X X 0,0 0,0
B. oleracea x B. napus (LEO) ozime
24 20 27 00 00| X 25 03 00| X 0 0 0 X X 00 00
48 22 25 00 00| X 22 02 00] X 0 0 0 X X 00 0,0
B. oleracea x B. napus ( White Flower) jare
24 1,2 02 X 05 00 00| X 00 00 00| X X 00 00
48 2,5 1,5 X 16 05 02| X 00 00 00| X X 00 0,0
B. oleracea x B. napus (Stellar) jare
24 20 07 00 00| X 02 02 00| X 00 00 00| X X 0,0 0,0
48 25 15 10 00| X 03 O 02| X 00 00 00| X X 00 00
B. hirta x B. napus (MAH 1690) ozime
24 10 00 00 00| X 00 00 00| X 00 00 00| X X 00 00
48 05 00 00 00| X 00 00 00| X 00 00 00| X X 00 0,0
B. hirta x B. napus (LEO) ozime
24 12 00 00 00| X 00 00 00| X 00 00 00| X X 00 00
48 1,0 00 00 00| X 00 00 00| X 02 02 00| X X 00 0,0
B. hirta x B. napus (White Flower) jare
24 13 02 00 00| X 00 00 00| X 00 00 00| X X 00 00
48 L5 00 00 00| X 00 00 00| X 00 00 00| X X 00 0,0
B. hirta x B. napus (Stellar) jare
24 22 02 00 00| X 00 00 00| X 00 00 00| X X 00 00
48 02 02 00 00| X 00 00 00| X 00 00 00| X X 00 00
B. oleracea x B. hirta
24 05 00 00 00| X 08 02 00| X 1,5 00 00| X X 05 00
48 5 08 02 00 X 02 15 00| X 03 00 00| X X 00 0,0

Z — znamig — stigma
S — szyjka — style

ZA — zalaznia — ovary
WN — wnikanie do zalazka — penetration into ovule
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W wariancie zapylania w potowie odcigtej szyjki i bezposrednio na zalaznig
(warianty C 1 D) obserwowano tylko nieliczne kietkujace LP po 48 godzinach bez
penetracji do dalszych czgsci stupka (tab. 1).

Krzyzowanie B. oleracea x B. napus

Zapylanie pylkiem odmian ozimych

W krzyzowaniach B. oleracea z formami ozimymi B. napus obserwowano
kietkowanie ZP tylko w wariancie A i B zapylania, przy czym intensywno$¢ ich
kietkowania byta nieco wyzsza w wariancie B. Po 48 godzinach kietkowalo zwykle
nieco wigcej ZP (tab. 1). Jednak po zapylaniu na znami¢ stupka L.P docieraty tylko
do szyjki stupka. Natomiast w wariancie B obserwowano pojedyncze P w zalazni
juz po 24 godzinach od zapylania (0,3 — po zapyleniu pytkiem Leo, 0,2 — MAH),
a takze po 48 godzinach, ale tylko po zapyleniu pytkiem odm. Leo (0,2).

Zapylanie pylkiem odmian jarych

Podobna zalezno$¢ jak przy krzyzowaniu z formami ozimymi obserwowano
w krzyzowaniu B. oleracea z formami jarymi B. napus: ZP kietkowaly tylko
w pierwszych dwoch wariantach, a intensywnos¢ kietkowania ZP byta tu wyzsza
po 48 niz po 24 godzinach od zapylania (tab. 1). W wariancie B kietkowato znacz-
nie mniej ZP niz w wariancie A, ale byta to jedyna kombinacja w calym ekspe-
rymencie, w ktorej LP dotarly az do zalazkow.

Krzyzowanie B. hirta x B. napus

Zapylanie pytkiem B. hirta

W wariancie A obserwowano do$¢ intensywne kietkowanie ZP po 24 godzi-
nach (tab. 1) i stabe wnikanie LP do szyjki prawie we wszystkich kombinacjach,
ale dopiero po 48 godzinach od zapylenia. Jedynie u formy Leo LP zaobserwo-
wano w szyjce stupka juz po 24 godzinach. W wariancie B po 48 godzinach
u wszystkich czterech form rzepaku (u White Flower rowniez po 24 h) zaobser-
wowano wnikanie LP az do zalazni. W wariancie C zapylania jedyna kombinacja,
gdzie ZP kietkowaly i wrastaty do zalazni byta krzyzowka odm. Leo x B. hirta.
Ponadto, jedynie w tej kombinacji krzyzowania obserwowano takze kietkowanie
ZP nanoszonych na zalaznie (wariant D).

Zapylanie B. hirta pylkiem B. napus.

Krzyzowania zwrotne B. napus x B. hirta charakteryzowaly si¢ jednokierun-
kowa niezgodnoscia. W kombinacjach, w ktorych forma mateczna byta B. hirta
kietkowanie ZP obserwowano jedynie na znamionach (wariant A). Byto ono stabe
zardbwno po 24, jak i 48 godzinach od zapylania. Pojedyncze LP odmian jarych:
Stellar i White Flower docieraty do szyjki stupka (tab. 1). Intensywnos$¢ kietko-
wania pytku form jarych B. napus na znamionach B. hirta byta nieznacznie wyzsza
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niz form ozimych. Stwierdzono, ze ZP odmiany ozimej Leo — jako jedynej w tej
czesci eksperymentu — wykazaly sklonno$¢ do kieltkowania w wariancie C,
tj. na zalazni B. hirta pozbawionej stupka (tab. 1).

Krzyzowanie zwrotne B. oleracea x B. hirta

W krzyzowaniach B. oleracea x B. hirta pytek wykazywat zdolnoé¢ do kiet-
kowania we wszystkich czterech sposobach zapylania. Intensywnos$¢ kietkowania
ZP (oprocz wariantu A) byla wyzsza po 24 niz po 48 godzinach. LP docieraty
najdalej do zalazni w wariancie A i B zapylania.

W krzyzowaniach zwrotnych tych gatunkow kietkowanie ZP obserwowano
tylko po 48 godzinach w wariantach zapylania A, B i C. Nieliczne LP w szyjce stupka
stwierdzono tylko w wariancie A zapylania.

Dyskusja

U roslin okrytonasiennych gametofit zenski usytuowany jest w zalazni, a ta-
giewka pytkowa zanim dotrze do woreczka zalazkowego musi pokona¢ dluga
droge poprzez komorki sporofitu, tj. komoérki znamienia i szyjki stupka. W krzyzo-
waniach oddalonych kielkujace tagiewki pytkowe napotykaja na swej drodze
bariery zwiazane z wystgpowaniem mechanizméw niezgodnosci migdzygatunko-
wej, ktore w znacznym stopniu utrudniaja otrzymywanie roslin mieszancowych
(Zenkteler 1984).

Wielu autoréw (np. Sampson 1962, Rodkiewicz 1973, Bednarska 1994, Wojcie-
chowski i in. 1996) gatunki z rodzaju Brassica zalicza do form o sporofitycznym
systemie niezgodno$ci. W tym systemie niezgodnosci procesy rozpoznania i odpo-
wiedzi pomigdzy partnerami rozmnazania odbywaja si¢ na powierzchni znamienia.
Rozpoznanie niezgodnego ziarna pytku powoduje blokowanie procesow koniecz-
nych do jego dalszego rozwoju. Przejawia si¢ to stabsza adhezja pytku do znamienia
oraz brakiem pelnego uwodnienia pytku, co jest konsekwencja zaburzen w prze-
ptywie wody z brodawek znamienia do ziarna pylku. Ostatecznie rozpoznanie
niezgodnego pylku indukuje tzw. odpowiedz kalozowa. Polega ona na syntezie
kalozy na wierzchotku kietkujacej tagiewki pylkowej oraz w $cianie brodawki
znamienia, z ktérym niezgodny pytek byl w bezposrednim kontakcie.

Lewis i Crowe (1958), Sampson (1962) oraz Matzusawa (1983) podaja, ze
charakterystyczna cecha sporofitycznego typu niezgodnosci, jest to, ze do$¢ czgsto
wystepuje ona jednokierunkowo. Czgsto wzrost L.P gatunkow samozgodnych (SC)
jest hamowany na znamieniu form samoniezgodnych (SI). Zalezno$¢ t¢ obser-
wowano takze w prezentowanej pracy. Na znamieniu samozgodnego B. napus
obserwowano intensywniejsze kietkowania ziaren pylku i liczniejsze tagiewki
pylkowe niz u pozostatych gatunkéw uzytych do krzyzowan.
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Podobna zalezno$¢ w krzyzowaniach oddalonych migdzy gatunkami Brassica
obserwowali m.in. Wojciechowski (1985) oraz Wojciechowski i in. (1996). Matzu-
sawa (1983) zauwazyl, ze efektywnos$¢ krzyzowan oddalonych u Brassica znacznie
wzrastala, gdy jako komponentu matecznego uzyto samozgodnych form B. oleracea.

Przeprowadzone warianty zapylen krzyzowych miedzy B. napus, B. oleracea
i B. hirta wykazaty, ze pytek posiada zdolno$¢ kietkowania zardwno przy nano-
szeniu go na znamig¢ stupka, jak i na rézne czgsci stupka. Bednarska (1994) podaje,
ze zastosowanie zapylania bezposrednio na szyjke shupka umozliwito pokonanie
bariery samoniezgodnos$ci u wielu gatunkéw. Natomiast Shivanna (1982) oraz
Zenkteler (1984) podaja, ze technika nanoszenia pytku na roézne czesci shupka
moze by¢ pomocna przy pokonywaniu barier niekrzyzowalnosci roslin. W prezen-
towanej pracy wzrost intensywnos$ci kietkowania (penetracji) tagiewek obserwo-
wano zwlaszcza w wariancie, w ktorym pylek byt nanoszony na szyjke stupka
W miejscu usuni¢tego znamienia. Jedynie w tym wariancie eksperymentu fagiewki
dotarty do zalazni. Brak tkanek znamienia spowodowal, ze ziarna niezgodnego
pylku nie zostaly rozpoznane i odrzucone. Wydaje si¢ wigc mozliwe ominigcie
barier prezygotycznych niezgodnosci krzyzowej u gatunkéw Brassica poprzez
wykorzystanie tej techniki zapylania.

Whioski

1. W przeprowadzonych krzyzowaniach obserwowano zrdznicowana zdolno$é
kietkowania tagiewek pytkowych w zalezno$ci od kombinacji krzyzéwkowej
i sposobu zapylania

2. Na ogo6t intensywniejsza penetracj¢ tagiewek pytkowych obserwowano w przy-
padku, gdy forma mateczng byly samozgodne (SC) odmiany B. napus.

3.  Sposréd zastosowanych wariantow zapylania najwigksza efektywnoscia
wnikania LP charakteryzowalo si¢ zapylanie na szyjk¢ stupka z odcigtym
znamieniem. W tym wariancie jako jedynym obserwowano wnikanie L.P do
zalazkow.
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