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Ocena efektywnosci krzyzowan oddalonych
linii MS B. napus L. z gatunkami Brassica

o zoltej i brazowej barwie okrywy nasiennej
z zastosowaniem kultur zarodkowych

The evaluation of crossability in wide crosses of MS line B. napus L. with
yellow and brown seeded species Brassica with applying embryo culture
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W prezentowanej pracy oceniano zgodno$¢ krzyzowa w migdzygatunkowych krzyzowaniach
B. napus var. oleifera (meskosterylna linia MS-8, 2n = AACC = 38) z czterema gatunkami Brassica
o0 z6ltej 1 brazowej barwie okrywy nasiennej, tj. B. campestris ssp. sarson (zéttonasienny rzepik jary,
2n = AA = 20), B. campestris ssp. pekinensis (kapusta pekinska, 2n = AA = 20), B. hirta (gorczyca
biata, 2n = SS = 24) i B. carinata (gorczyca etiopska, 2n = BBCC = 34). Krzyzowanie wyzej wymie-
nionych gatunkéw przeprowadzono w szklarni. Zgodno$¢ krzyzowa pomigdzy gatunkami uzytymi
w eksperymencie oceniono na podstawie obserwacji kietkowania ziaren pylku i wzrostu tagiewek
pytkowych oraz wiazania nasion w warunkach in vivo i regeneracji roslin z zarodkéw hodowanych
w warunkach in vitro. Mieszancowe nasiona F; oraz rosliny mieszancowe F, zregenerowane w kul-
turach zarodkowych otrzymano w trzech sposrod czterech wykonanych kombinacji krzyzowan.
Catkowicie nieefektywne okazato si¢ krzyzowanie linii MS z gorczyca biata. Mieszance F; otrzymane
z kultur zarodkowych okazaly si¢ catkowicie meskosterylne. Zawiazaty jednak nasiona po zapyleniu
pytkiem gatunkéw uzytych w eksperymencie. Obserwacje mikrosporogenezy u mieszancow F; wyka-
zaly normalne formowanie tapetum i tkanki archesporialnej oraz obecnos¢ zaburzen w koniugacji
chromosomow i ich rozchodzeniu sig do jader potomnych.

Key words: winter oilseed rape, Brassica napus, seed colour, interspecific crossing

In this work the crossability in interspecific crosses of MS line of B. napus var. oleifera (male sterile
line MS-8, 2n = AACC = 38) with four yellow and brown seeded species of Brassica i.e. B. campestris
ssp. sarson (yellow seeded turnip rape, 2n = AA = 20), B. campestris ssp. pekinensis (brown seeded
pekinensis cabbage, 2n = AA = 20), B. hirta (white mustard, 2n = SS = 24) and B. carinata (Ethiopian
mustard, 2n = BBCC = 34) was investigated. The crossing of the above mentioned species was done
in the greenhouse. The crossability of used species was evaluated on the basis of observations of pollen
grains germination, pollen tube growth and seed set in in vivo conditions and regeneration of plants in
in vitro conditions. Hybrid F, seeds and hybrid F, plants regenerated in embryo culture were obtained
from three out of four cross combinations. The crossing of MS line with white mustard was quite
ineffective. F; hybrid plants obtained from embryo culture were male sterile. However, they set seeds
after pollination with pollen of species used in the experiment for rapeseed pollination. The observation
of microsporogenesis in F; hybrid plants showed that they formed normal tapetum and archespore
tissue but there were disturbances in chromosome conjugation and their distribution into descendant nuclei.
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Wstep

Rodzaj Brassica obejmuje kilka waznych gatunkéw uprawnych roélin oleistych,
sposrod ktorych rzepak ozimy (B. napus) jest najwazniejszym pod wzgledem eko-
nomicznym. Celem wielu programow hodowlanych jest zwigkszenie plonu oleju
z jednostki powierzchni poprzez wzrost plonu nasion oraz zawartosci tluszczu
w nasionach. Jednym ze sposobow zwigkszenia zawartosci thuszczu w nasionach jest
zmniejszenie udziatu okrywy nasiennej w nasieniu. Udziat okrywy nasiennej w ca-
loéci nasienia u Brassica jest powiazany z barwa okrywy nasiennej. Czarne nasiona
posiadaja znacznie grubsza okrywe w poréwnaniu z nasionami z6itymi, co powo-
duje, ze udziat okrywy nasiennej w nasieniu jest w ich przypadku proporcjonalnie
wyzszy (Stringam i in. 1974). Ponadto z z6tta barwa okrywy nasiennej taczy sig
podwyzszona zawarto$¢ thuszczu i1 biatka oraz obnizona zawarto§¢ widkna, co
znacznie poprawia warto$¢ odzywcza Sruty pozostajacej po ekstrakcji thuszezu
(Shirzadegan i Robbelen 1985, Tang i in. 1997, Meng i in. 1994, Stominski i in.
1999, Rahman 2001, Ochodzki i Piotrowska 2002).

Z6tta barwa okrywy nasiennej jest cecha spotykana u wielu gatunkéw rodzaju
Brassica. Rzepak (B. napus var. oleifera) jest jedynym gatunkiem z tego rodzaju,
u ktorego nie spotyka si¢ form zoéltonasiennych w naturze. Stad tez wydaje sig,
ze jednym z gltownych sposobdw introdukcji tej cechy do rzepaku moze by¢
krzyzowanie oddalone rzepaku z gatunkami o zo6ttej lub brazowej okrywie nasien-
nej (Chen i in. 1988). Krzyzowanie oddalonych genetycznie form do$¢ czgsto
nastrgcza wiele problemow i konczy si¢ niepowodzeniem w uzyskaniu mieszan-
cOw (Springer 2004). Trudnosci te w niektorych przypadkach mozna pokonaé
wykorzystujac metode kultur in vitro izolowanych zarodkéw. Celem niniejszej
pracy bylo otrzymanie mieszancéw oddalonych poprzez krzyzowanie réznych
gatunkow rodzaju Brassica i proba przeniesienia cechy zoltej barwy okrywy
nasiennej z form z6tto- i brazowonasiennych Brassica do rzepaku (Brassica napus
var. oleifera).

Material roslinny i metodyka pracy

Gatunkami Brassica uzytymi w krzyzowaniach oddalonych byty: zéttonasienny
rzepik jary B. campestris ssp. sarson (AA = 20) i gorczyca biata B. hirta (S. alba,
SS =24), jasnobrazowa gorczyca etiopska B.carinata (BBCC=34) i kapusta
pekinska B. campestris ssp. pekinensis (AA = 20) oraz czarnonasienna meskosterylna
linia rzepaku ozimego Brassica napus var. oleifera (linia MS-8, AACC = 38).
Megskosterylna linia MS-8 zostata wyselekcjonowana w Katedrze Genetyki i Hodowli
Roslin AR w Poznaniu w pokoleniu Fg mieszancow powstatych z krzyzowania
brukselki (B. oleifera var. gemmifera L., CC = 18) z kapusta chinska (B. campestris
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ssp. chinensis, AA = 20). Pozostate gatunki uzyte do krzyzowan otrzymano z banku
genow z Horticulture Research International, Wellsbourne w Anglii.

Krzyzowanie roslin wykonano w okresie wiosennym w szklarni Katedry
Genetyki i Hodowli Roslin AR w Poznaniu. Dla czgsci zapylonych stupkow wyko-
nano obserwacje kietkowania ziaren pytku i wzrostu tagiewek pytkowych, z po-
zostatych izolowano zarodki do hodowli in vitro. Reszte zapylonych kwiatow
pozostawiono na ro$linie w celu oszacowania efektywnos$ci krzyzowania w warun-
kach in vivo.

W catym cyklu badawczym wykonano obserwacje dotyczace oceny:

1)  zdolnosci kojarzeniowej na podstawie wzrostu tagiewek pytkowych;

2) efektywnos$ci krzyzowania w oparciu o liczbg uzyskanych tuszczyn i nasion
oraz liczbg zalazkéw zawierajacych zarodki, ktore zostaty wytozone na pozywke;

3) efektywnos$ci hodowli zarodkéw in vitro w oparciu o liczbe zregenerowanych
ro$lin;

4) charakterystyki cech morfologicznych oraz analiz podzialow mitotycznych

1 mejotycznych u roslin pokolenia F;.

Obserwacje kietkowania ziaren pytku i wzrostu tagiewek pytkowych wyko-
nano przy zastosowaniu mikroskopu fluorescencyjnego. Z kazdej kombinacji
utrwalono w zmodyfikowanym utrwalaczu Carnoya po 10 stupkéw po uplywie:
6, 12, 24 1 46 godzin od zapylenia. Preparaty wykonywano zgodnie z metodq
opisana przez Martina (1959).

Oceng kietkowania ziaren pytku na znamieniu stupka i kietkowania tagiewek
pylkowych w szyjkach stupkow okreslono w skali 6-stopniowej (Mackiewicz i in.
1979), gdzie:

0 — oznacza brak tagiewek,
1-4 — posrednie ilo$ci tagiewek,
5 — fagiewki bardzo liczne.

Kultury zarodkowe prowadzono na pozywkach Murashige-Skoog’a (MS; 1962),
Murashige-Skooga’a w modyfikacji Kellera (MSy; Keller i Armstrong 1977)
oraz Nitsha i Nitsha (Hs; Nitsh i in. 1969). W zaleznosci od kombinacji krzyzo-
wania, zarodki izolowano z tuszczyn uprzednio powierzchniowo sterylizowanych
w 701 95% alkoholu etylowym w stadium od po6znej torpedy do prawie dojrzatego
(14-18 dni po zapyleniu). Inkubacja zarodkow przebiegata w pokoju hodowlanym
w stalej temperaturze 26°C i fotoperiodzie 16 godzin faza jasna i 8 godzin faza
ciemna. Ukorzenione rosliny przesadzono do matych doniczek i ich dalsza
hodowle prowadzono w warunkach szklarniowych.

Efektywnos¢ kultur zarodkowych wyrazono procentowym stosunkiem liczby
zregenerowanych roslin na pozywce H; oraz roslin ukorzenionych w glebie
w odniesieniu do liczby zarodkéw wytozonych na pozywke inicjujaca.

Metoda opisowa wykonano obserwacje cech morfologicznych: pokroju roslin,
ksztaltu lisci, budowy kwiatow i porownano je z roslinami rodzicielskimi.
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Proces mejozy u mieszancéw F; analizowano w preparatach rozmazowych
wykonanych metoda LPO (Deyer 1936, Wojciechowski 1985b). Podczas analizy
podziatbw mejotycznych zwracano szczegélna uwage na obecno$¢ lub brak
zaburzen, zachowanie si¢ chromosomow w poszczegolnych stadiach oraz liczbe
chromosomow.

Proces mitozy u mieszancow F; obserwowano w preparatach rozmazowych
wykonanych ze stozka wzrostu korzenia dla pigciu roslin z kazdej kombinacji
krzyzowania. Korzonki pobierano bezposrednio z doniczek i utrwalano w zmody-
fikowanym utrwalaczu Carnoya. Maceracj¢ wykonano w mieszaninie 96% alko-
holu etylowego i st¢zonego HCI w stosunku 3 : 1 przez 30 minut. Po ptukaniu
w lodowatej wodzie korzonki barwiono na goraco w 2% orceinie octowej przez
30 minut.

Wyniki

Ocena zdolnosci kojarzeniowej na podstawie kielkowania lagiewek
pylkowych

Na podstawie uzyskanych wynikéw (tab. 1) mozna stwierdzi¢, ze jedynie
gorczyca biata (B. hirta) poczatkiem, jak i intensywnoscia kietkowania tagiewek
pytkowych odbiegata od 3 pozostatych zapylaczy: B. carinata, B. campestris ssp.
sarson i ssp. pekinensis.

Najintensywniejsze kietkowanie ziaren pytku na znamieniu po 24 i 46 godzinach
od zapylenia obserwowano w kombinacji, w ktorej zapylaczem byta B. campestris
ssp. sarson (4,0). Nieco stabsza forma zapylajaca byta B. carinata (3,0 po 24 i 3,6
po 46 godzinach od zapylenia). Najstabsza zgodnos¢ obserwowano w krzyzowa-
niach, gdy zapylaczem byta B. hirta — 1,0 po 24 oraz 1,7 po 46 godzinach od za-
pylenia. W przypadku krzyzowan B. napus z B. hirta obserwowano jedynie krotkie
fagiewki pytkowe na znamieniu i catkowity ich brak w glebszych czgsciach stupka.

Obecnos¢ tagiewek pytkowych w zalazni obserwowano dopiero po 46 go-
dzinach od zapylenia w przypadku dwdch kombinacji: B. napus x B. campestris
ssp. sarson (0,7) oraz B. napus x B. campestris ssp. pekinensis (0,3) (tab. 1).
Whikanie do zalazkow tagiewek pylkowych obserwowano jedynie dla zapylacza
B. campestris ssp. sarson i byty to raczej rzadkie przypadki.
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Tabela 1
Stopien kietkowania ziaren pytku na znamieniu oraz wnikania tagiewek pytkowych (LP)
w poszczeg6lne czgsci stupka w krzyzowaniach meskosterylnej linii MS-8 B. napus z czterema
innymi gatunkami Brassica (w skali 6-stopniowej) — The degree of pollen grain
germination on the stigma and pollen tubes (PT) growth in interspecific crosses of male
sterile line MS-8 of B. napus with four other Brassica species (in 6 degree scale)

Ro$lina mateczna B. napus linia MS-8 — Maternal plant line MS-8
czas po stopien przenikania LP w poszczeg6lne czgsci stupka
zapyleniu the degree of PT penetration in particular part of the style
Zap.ylacz time after
pollinator pollination zZnami¢ szyjka zalaznia wnikanie do zalazka
[h] stigma style ovary |penetrating into the ovules
B. carinata 6 1,0 0,0 0,0 0,0
12 32 2,1 0,0 0,0
24 3,0 3,8 0,0 0,0
46 3,6 3.8 0,0 0,0
B. campestris, 6 0,8 0,2 0,0 0,0
SSp. sarson 12 3,1 0,9 0,0 0,0
24 4,0 41 0,0 0,0
46 4,0 4,0 0,7 2,0
B. campestris, 6 0,0 0,0 0,0 0,0
ssp. pekinensis 12 2,9 2,6 0,0 0,0
24 33 2,9 0,0 0,0
46 1.4 2,6 0,3 0,0
B. hirta 6 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,0 0,0 0,0 0,0
24 1,0 0,0 0,0 0,0
46 1,7 0,0 0,0 0,0

Ocena hodowli zarodkéw mieszancowych w warunkach in vitro

W przeprowadzonym eksperymencie z 63 tuszczyn otrzymano 1377 zalaz-
koéw, z ktorych wyizolowano i wytozono na pozywki 454 zarodki (tab. 2).

Srednio najwyzsza liczbe prawidlowo rozwinigtych zalazkéw w tuszczynie
stwierdzono w tuszczynach kombinacji linia MS-8 zapylona pytkiem B. carinata
(25.08), natomiast najnizsza obserwowano w kombinacji, w ktorej zapylaczem
byta B. campestris ssp. pekinensis (18.12). Odmiennie ksztaltowata si¢ plennosé
wyrazona procentowym stosunkiem liczby rozwinigtych zarodkow do liczby
zalazkow. Najlepsza plennoscia cechowala si¢ kombinacja B. napus x B. campestris
ssp. pekinensis (76,55%). Wyjatek stanowita kombinacja B. napus x B. hirta, gdzie
w zadnym z zalazkow nie obserwowano zarodkow (tab. 2).
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Tabela 2
Efektywno$¢ krzyzowan oddalonych linii MS-8 rzepaku ozimego z czterema gatunkami
Brassica wyrazona liczba powstatych zarodkéw w stosunku do $redniej liczby rozwinigtych
zalazkéw — The effectivenes of wide crosses of line MS-8 of B. napus with four species
of Brassica expressed by no. of developed embryos to mean no. of well developed ovules

Ro$lina mateczna B. napus linia MS-8 — Maternal plant line MS-8

liczba plennos¢ — fertility
liczba lic;bz} izolowaqych crodnia liosba zalas o, zarodkow
zap_ylacz tuszczyn | zalazkow | zarodkow B ; zba zalaz-| 4 liczby zalazkow
pollinator no. no. _no. OWmWeal:]Sf]%Zyme the percentage
of siliqua | of ovules | of isolated of ovulesssiliaue of embryos/no.
embryos a of ovules
B. carinata 24 602 163 25,08 27,08
B. campestris, 14 304 180 21,71 59,21
$sp. sarson
B. campestris, 8 145 11 18,12 76,55
ssp. pekinensis
B. hirta 17 326 0 19,18 -
Lacznie — General 63 1377 454 _ _

Na pozywce H; ukorzenily si¢ w sumie 262 rosliny, co stanowi 57,92%
w stosunku do liczby 454 wylozonych zarodkdéw. Najwigcej roslin na pozywce Hj
w stosunku do liczby wylozonych zarodkéw (tab. 3) uzyskano z kombinacji
B. napus x B. campestris ssp. pekinensis (62,16%). Nieco mniej ukorzenionych
roslin otrzymano z kombinacji B. napus x B. campestris ssp. sarson (54,44%)
i B. napus x B. carinata (52,28%).

Ogotem z 454 wyizolowanych zarodkéw w doniczkach prawidlowo rozwi-
ne¢lo sig¢ 196 roslin, co stanowi 45,39% w odniesieniu do ogdlnej liczby wylozo-
nych zarodkéw. Najwigcej roslin w stosunku do liczby wytozonych zarodkow
uzyskano z krzyzowania B. napus x B. campestris ssp. sarson (47,77%), a najmniej
w kombinacji B. napus x B. carinata (38,03%).

Ocena efektywnosci krzyzowania oddalonego linii MS-8 B. napus
z czterema innymi gatunkami Brassica w warunkach in vivo

W calym doswiadczeniu przeprowadzonym w szklarni z 4068 zapylonych
kwiatéw (tab. 4) otrzymano 2044 tuszczyn (co stanowi 40,62% zapylonych kwia-
tow). Najwyzsza efektywnos¢ krzyzowania wyrazona ptodnos$cia (procentowy sto-
sunek tuszczyn do liczby zapylonych kwiatow) obserwowano w kombinacji
B. napus x B. campestris ssp. pekinensis (69,44%) i B. napus x B. carinata
(59,82%). Nizsza ptodnos¢ obserwowano w kombinacji, gdzie forma zapylajaca byta
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Tabela 3
Efektywnos¢ hodowli zarodkéw w warunkach in vitro
The effectivenes of embryos culture in in vitro conditions
Roslina mateczna B. napus linia MS-8 — Maternal plant line MS-8
pozywka H; — medium Hj gleba — soil
liczba % rodlin % r.oéli.n
izolowanych liczba ukorzenionych/ | .. ™ glebie/liczbe
zapylacz zarodkow | i orzenionych | liczbe izolowa- liczba roslin | izolowanych
pollinator no. roslin nych zarodkéw w doniczkach | zarodkow
H 0
ofisolated | 1o of rooted | 9 of rootted | MO Of POUted | % of plants
embryos plants plants/no. of plants in the soil/
isolated embryos no. of isolated
embryos
B. carinata 163 95 52,28 62 38,03
B. campestris, 180 98 54,44 86 47,77
ssp. sarson
B. campestris, 111 69 62,16 48 4324
ssp. pekinensis
B. hirta 0 0 0 0 0
Lacznie — General 454 262 57,92 196 45,39
Tabela 4

Efektywnos¢ krzyzowan oddalonych linii MS-8 B. napus z gatunkami Brassica o zottej
i brazowej barwie okrywy nasiennej w warunkach in vivo — The effectivenes of wide
crosses between MS-8 line of B. napus and Brassica yellow and brown seeded species in in

vivo conditions

Roslina mateczna B. napus linia MS-8 — Maternal plant line MS-8

ptodnos¢ — fertility . ér. liczba . .
. liczba dorodnvch wspotczynnik
liczba tuszezyny/ | dorodnych nasim}; / efektywnosci
| zapylonych liczba zapylone nasion I krzyzowania
Zalllj.y afz kwiatow huszezyn kwiaty | no. of well | "S22YNC | coefficient
pofiinator no. of no.of |Siliqua/polli | developed m(;efavr;er::). of crossing
pollinated siliqua nated seeds | (o cloneq | effectivenes
flowers flowers D] evelope [D/K]
(K] [%] seeds/silique
B. carinata 799 478 59,82 1331 2,78 1,66
B. campestris, 786 337 42,87 3152 9,35 4,01
ssp. sarson
B. campestris, 1656 1150 69,44 17310 15,05 10,45
ssp. pekinensis
B. hirta 827 79 9,55 0 0 0
Lacznie — General 4068 2044 40,62 21793 8,13 4,82
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B. campestris ssp. sarson (42,87). Natomiast najnizsza efektywnos¢ krzyzowania
stwierdzono w kombinacji, gdzie forma zapylajaca byta B. hirta (9,55%), przy
czym zadna z zawiazanych tuszczyn nie zawierata nasion.

Efektywnos$¢ krzyzowania w warunkach in vivo okreslono rowniez wspot-
czynnikiem wyrazajacym S$rednia liczbe uzyskanych nasion w przeliczeniu na
zapylony kwiat (tab. 4). W tym przypadku najwyzsza efektywnos¢ krzyzowania
wystapita takze w kombinacji B. napus x B. campestris ssp. pekinensis (10,45).
Nizsza efektywnos$¢ obserwowano w kombinacji, gdzie forma zapylajaca byta
B. campestris ssp. sarson (4,01) oraz B. carinata (1,66).

Najwyzszy procent prawidtowo wyksztalconych nasion wystapit w kombi-
nacji B. napus x B. campestris ssp. pekinensis (84,43%) oraz B. napus x B. campestris
ssp. sarson (79,55%), a najmniej prawidtowo wyksztalconych nasion obserwo-
wano w krzyzowce B. napus x B. carinata (15,67%) (tab. 5).

Tabela 5
Charakterystyka nasion powstalych z krzyzowan oddalonych linii MS-8 B. napus z gatun-
kami Brassica o zottej i brazowej barwie okrywy nasiennej — The characterization
of seeds from wide crosses between MS-8 line of B. napus and Brassica yellow and brown
seeded species

Roélina mateczna B. napus linia MS-8 — Maternal plant line MS-8

stopien wyksztalcenia nasion segregacja barwy nasion
the degree of seed development the segregation of seed color
zapylacz dorodne % dorodnych
pollinator well poslad ogdtem nasion z60lte | brazowe| czarne
undeveloped | general |well developed| yellow | brown | black
developed o
seeds [%]

B. carinata 1331 7163 8494 15,67 0 87 1244
B. campestris, 3152 810 3962 79,55 1 13 3138
SSp. sarson
B. campestris, 17310 3192 20502 84,43 62 184 17064
ssp. pekinensis
B. hirta 0 0 0 0 0 0 0

Wigkszo$¢ nasion rekombinantow pokolenia Fy otrzymanych z krzyzowan
oddalonych charakteryzowata si¢ czarng barwa okrywy nasiennej, nieliczne nasiona
byly brazowe (tab. 5). Nasiona zo6tte otrzymano tylko w obregbie tych kombinacji,
gdzie formami zapylajacymi byly: zolttonasienny B. campestris ssp. sarson (tylko
1 nasiono) oraz B. campestris ssp. pekinensis (62 nasiona).

Brazowe nasiona otrzymano z trzech sposrod czterech kombinacji krzyzowan.
Najwigcej brazowych nasion uzyskano w kombinacji, gdzie forma zapylajaca byta
B. campestris ssp. pekinensis (184), nieco mniej z kombinacji B. napus x B. carinata
(87). Najmniejsza liczbg brazowych nasion otrzymano z kombinacji, w ktorej
zapylaczem byt Zottonassienny B. campestris ssp. sarson (13).
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Charakterystyka roslin pokolenia F; pod wzgledem cech
morfologiczno-rozwojowych

Mieszance pokolenia F; otrzymano z trzech sposrdd czterech kombinacji
krzyzowan. W stadium rozety wszystkie uzyskane ro§liny byly w morfotypie
formy matecznej — B. napus. W fazie kwitnienia obserwowano typowy dla form
ojcowskich ksztatt lisci todygowych, wielkos¢ kwiatow oraz ksztalt platkow korony
roslin mieszancowych. Kwiaty ros§lin mieszancowych pokolenia F; byly mesko-
sterylne.

Obserwacje proceséw mejozy i mitozy w pokoleniu Fy

W procesie podziatldow mejotycznych zachodzacych w komoérkach arche-
sporialnych mieszancow F; z wszystkich kombinacji krzyzowania zaobserwowano
liczne zaburzenia. Obserwowano sporadyczne zamieranie komorek archesporial-
nych w poszczegolnych stadiach podzialu mejotycznego poczawszy od metafazy |
oraz w stadium tetrad. Komorki te charakteryzowaty si¢ zwartym, zepchnigtym ku
$cianie jadrem oraz cytoplazma odchodzaca od scian komorkowych. W metafazie |
podziatu mejotycznego obserwowano chromosomy potaczone w biwalenty, triwa-
lenty i tetrawalenty oraz zjawisko op6znionego rozchodzenia si¢ chromosomow do
biegunow. Podziat mitotyczny w komorkach somatycznych u roslin pokolenia F;
przebiegatl prawidtowo i jedynie w sporadycznych przypadkach obserwowano
zaburzenia (mosty chromosomowe). Liczba chromosoméw u rekombinantow
B. napus x B. campestris ssp. sarson miescita si¢ w przedziale od 28 do 32 chro-
mosomow, a w kombinacji B. napus x B. campestris ssp. sarson od 27 do 34.
U mieszancow F; B. hapus x B. carinata liczba chromosomow mieécita si¢ w zakresie
od 35 do 37.

Dyskusja

Uzyskiwanie nowych, ulepszonych odmian ro$lin uprawnych jest uwarunko-
wane w duzej mierze dostepem hodowcow do szerokiej puli genowej gwarantujacej
réznorodnosé materialu wyjéciowego. Zrodlem poszerzania zmiennosci genetycz-
nej moga by¢ genotypy pozyskiwane w wyniku krzyzowan migdzyrodzajowych
i migdzygatunkowych lub mutagenezy. W przypadku uprawnych gatunkéw Brassica
zaobserwowano, ze krzyzowanie oddalone — migdzygatunkowe i migdzyrodzajowe
umozliwia introdukcje pozadanych gendéw z gatunkéw, ktore ewolucyjnie braty
udziat w powstawaniu form amifidiploidalnych. Do takich cech naleza: odpornos¢
na choroby, samoniezgodnos$¢ i meska sterylnos¢.

Zoblte zabarwienie okrywy nasiennej w rodzaju Brassica jest zwiazane z pod-
wyzszong zawarto$cia thuszczu i biatka oraz obnizona zawartoscia wtokna (Jonsson
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i Bengtsson 1970, Stringam i in. 1974). W nasionach rzepaku tuska nasienna
stanowi od 16,5 do 18,7% s.m., co oznacza, ze odtluszczona $ruta rzepakowa
zawiera jej okoto 30% (Bell i Shires 1982). Obnizenie zawarto$ci widkna w nasio-
nach poprzez wprowadzenie do uprawy odmian z cienisza okrywa nasienna
mogloby zwigkszy¢ strawnos$¢ $ruty i jednoczesnie polepszy¢ wartos¢ odzywcza
paszy. Intensywny rozwdj badan nad uzyskaniem zoéttonasiennej formy rzepaku
pozwolil okresli¢, iz cecha zottej barwy okrywy nasiennej jest cecha niestabilng
o szerokim zakresie zmiennosci i zlozonym sposobie dziedziczenia (Rahman i in.
2001, Heneen i Brismar 2001, Tang i in. 1997, Liu i in. 1991).

W niniejszej pracy analizie poddano mieszance pokolenia F, uzyskane w wy-
niku kontrolowanego zapylenia meskosterylnego rzepaku ozimego z czterema
gatunkami Brassica o zéttej i brazowej barwie okrywy nasiennej. Wyniki obser-
wacji kietkowania ziaren pytku i wnikania tagiewek pytkowych w poszczegolne
czescei shupka wskazuja, ze najwyzsza zgodnos¢ krzyzowa obserwowano w kom-
binacjach, gdzie jako forme ojcowska uzyto B. campestris ssp. sarson oraz
B. campestris ssp. pekinensis. Podobnie wysoka zgodnos¢ dotyczaca wymienio-
nych wyzej kombinacji krzyzowania obserwowali w swoich badaniach Wojcie-
chowski i in. (1997), gdzie stopien wnikania tagiewek pytkowych w poszczegdlne
czesci shupka byt wysoki 1 wynosit 4, w przyjetej 6-stopniowej skali. W pre-
zentowanej pracy najmniej warto§ciowym zapylaczem okazata si¢ gorczyca biata
(B. hirta). Pomimo stosunkowo zadowalajacego kietkowania ziaren pytku gorczy-
cy bialej na znamieniu B. napus nie zaobserwowano wnikania tagiewek pytkowych
do szyjki i dalszych czesci stupka. Takie same wyniki uzyskat Springer (2004),
ktory po zapyleniu form jarych B. napus pytkiem B. hirta obserwowat tylko kiet-
kujace tagiewki pytkowe na znamieniu stupka. Krzyzowania B. napus z B. hirta
okazaly si¢ catkowicie nieefektywne, pomimo Zze wspomniany autor zastosowat
rézne warianty zapylania: na szyjk¢ w miejscu odcigcia znamienia, w polowie
szyjki i na zalaznig.

Wyniki uzyskane przez Wojciechowskiego (1985a) oraz japonskich badaczy
(Nishi i in. 1959, Nishiyama i Inomata 1966) wskazuja, ze skuteczno$¢ krzyzo-
wania zalezy nie tylko od genomu formy matecznej, ale przede wszystkim od
doboru krzyzowanych ze soba podgatunkéw. W badaniach wlasnych najwyzszy
wspotczynnik efektywnosci krzyzowania stwierdzono dla kombinacji, w ktérych
forma zapylajaca byta B. campestris ssp. pekinensis oraz B. campestris ssp. sarson.
Podobnie wysoka efektywnos¢ krzyzowania (wyrazona procentem nasion do liczby
zapylonych kwiatéw) dla kombinacji B. napus x B. campestris (28,5%) zaobserwo-
wali Wojciechowski i in. (1997).

W hodowli roslin otrzymanie mieszancow oddalonych jest utrudnione i czgsto
niemozliwe. W praktyce hodowlanej, aby pokonaé bariery niekrzyzowalnosci
stosuje si¢ roznego rodzaju techniki kultur in vitro: zarodkow, zalazni i zalazkow.
W realizowanych badaniach poprzez zastosowanie kultur in vitro izolowanych



Ocena efektywnoSci krzyzowan oddalonych linii MS B. napus L. ... 27

zarodkow otrzymano mieszance z wielu kombinacji krzyzowan. Jednak wydajnos¢
kultur zarodkowych byta zréznicowana, co wynikalo z kombinacji uzytych do
krzyzowan gatunkéw. Natomiast regeneracja ro$lin uzyskanych z zarodkow
mieszancowych przebiegata bez zaklocen. Nie zaobserwowano zadnych zaburzen
w ich rozwoju na sztucznej pozywce. Roznice w efektywnosci kultur zarodkowych
z poszczegolnych kombinacji krzyzowan byly najprawdopodobniej spowodowane
wplywem genotypu, na co zwraca uwage w swojej pracy rowniez Wojciechowski
(1998).

Wigkszo$¢ nasion uzyskanych z krzyzowan oddalonych charakteryzowala si¢
czarng barwa okrywy nasiennej, nieliczne byly brazowe i tylko sporadycznie
pojawily si¢ nasiona zotte. Nasiona zotte otrzymano jedynie w obrgbie dwoch
kombinacji, w ktorych formami zapylajacymi byty B. campestris ssp. sarson oraz
ssp. pekinensis. Pigment zabarwiajacy okrywe nasienna jest umiejscowiony w pali-
sadowych i parenchymatycznych warstwach tuski (Stringam i in. 1974). Tkanki te
rozwijaja si¢ z organizmu matecznego, co moze thumaczy¢ niewielka ilos¢ zottych
nasion. Kolor nasion u Brassica napus wg Shirzadegana (1986) jest kontrolowany
przez trzy pary genow BL1, BL2 i BL3. Nasiona o zo6ttej barwie okrywy nasienne;j
pojawiaja si¢ wowczas, gdy allele wszystkich trzech loci sa w uktadzie homo-
zygoty recesywnej. Meng i in. (1994) podjeli probe przeniesienia cechy zottego
koloru okrywy nasiennej z gatunkéw B. campestris i B. carinata do B. napus
i stwierdzili, ze ekspresja zabarwienia okrywy nasiennej u mieszancéw moze by¢
rezultatem wspotdziatania alleli z poszczegdlnych genomoéw. Model dziedziczenia
barwy nasion u B. napus jest zupelie odmienny od poznanego u B. campestris
(Chen i in. 1988). Pewna rolg spetniaja tu ruchome elementy genetyczne, zblizone
do transpozondéw stwierdzonych u kukurydzy, odpowiedzialnych za niejednorod-
no$¢ barwy (Liu i in. 1991).

Z badan przeprowadzonych przez Hikansona (1959) i Olsson’a (1960) oraz
Wojciechowskiego (1985a i b) wynika, iz najczgstsza przyczyna zamierania zarod-
kow z krzyzowan oddalonych w obrebie Cruciferae jest niekompletny rozwoj
endospermu. Jak podaje Wojciechowski (1985b) przyczyna zamierania zarodkow
z krzyzowan ro6znych form B. campestris byt rowniez nadmierny przerost tkanki
somatycznej (hyperplasis), ktory odcinat doplyw substancji odzywczych dla
rozwijajacego si¢ zarodka. Wyniki prezentowane w niniejszej pracy dowodza, ze
w kombinacji B. napus x B. hirta najbardziej prawdopodobna przyczyna nie-
otrzymania nasion mieszancowych byto zablokowanie wnikania tagiewek pytko-
wych do zalazkéw, gdyz nie zaobserwowano ich w glebszych cze$ciach shupka.
Jednak w wyniku zapylenia linii MS rzepaku pytkiem B. hirta obserwowano
wiazanie tuszczyn o typowych nabrzmieniach sugerujacych obecno$¢ w nich
zalazkéw z uformowanymi zarodkami. Zarodki te najprawdopodobniej zamieraly
w bardzo wczesnym stadium rozwojowym. Wskazuje na to catkowity brak nasion
poslednich w wyrosénigtych tuszczynach. W przypadku tej kombinacji w przy-
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sztosci nalezaloby zastosowac kultury zalazkowe, ktore by¢é moze pozwola na
kontynuowanie rozwoju bardzo mtodego zarodka w warunkach in vitro. Nie mozna
jednak rowniez wykluczyé takiej mozliwosci, ze zapylenie obcym pytkiem
pobudzato zalaznig do wzrostu, mimo braku zaptodnienia.

Whioski

1. Zgodno$¢ krzyzowa pomigdzy gatunkami uzytymi w eksperymencie, ustalona
na podstawie obserwacji tagiewek pylkowych oraz uzyskanej liczby nasion
mieszancowych byla stosunkowo wysoka we wszystkich kombinacjach.
Wyjatek stanowita kombinacja, w ktorej jako zapylacza uzyto gorczyce biata
(B. hirta). W przypadku tej kombinacji nie obserwowano wnikania fagiewek
do zalazkow.

2.  Mieszance pokolenia F; otrzymane poprzez kultury zarodkéw byly w posz-
czegblnych kombinacjach zréznicowane morfologicznie, ale zawsze w morfo-
typie formy matecznej. Zréznicowanie to byto szczegolnie widoczne w stadium
rozety i zanikato w p6zniejszych stadiach rozwojowych roslin.

3. Barwa okrywy nasiennej u roslin pokolenia F; w wigkszos$ci przypadkow byta
typowa dla genotypu matecznego — B. napus (czarna). Jednak w niektorych
kombinacjach krzyzowan obserwowano segregacj¢ na barwe czarng, brazowa
i zO6ta. Przy czym nasiona zoétte otrzymano jedynie z krzyzowan B. napus
z B. campestris ssp. pekinensis i ssp. sarson.
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