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Okreslenie efektywnosci i stopnia zgodnosci

w krzyzowaniach oddalonych rzepaku jarego

B. napus var. oleifera f. annua (CMS) z wybranymi
gatunkami Brassica o jasnej okrywie nasiennej

The assessment of effectiveness and crossing compatibility
in wide hybridization of B. napus var. oleifera f. annua (CMS)
with yellow seeded Brassica species
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W prezentowanej pracy oceniano zgodnos¢ krzyzowa w krzyzowaniach migdzygatunkowych
meskosterylnej formy rzepaku jarego B. napus var. oleifera f. annua (2n = AACC = 38) z gatunkami
diploidalnymi i amfidiploidalnymi Brassica o z0ttej i brazowej okrywie nasiennej. Do krzyzowan
z B. napus wykorzystano 10 genotypdw B. rapa (2n = AA = 20), 16 genotypdw B. juncea (2n = AABB = 36)
oraz po jednym genotypie B. carinata (2n = BBCC = 34) i B. fruticulosa (2n = FF = 16). Krzyzowanie
wyzej wymienionych gatunkéw z B. napus uzyta jako komponent mateczny wykonano w szklarni.
Do oceny zgodnosci krzyzowej wykonano obserwacje kietkowania ziaren pytku i wnikania tagiewek
pytkowych oraz wiazania nasion w poszczeg6lnych kombinacjach krzyzowkowych. We wszystkich
wykonanych kombinacjach krzyzéwkowych obserwowano wnikanie tagiewek pytkowych do zalazkow.
Zgodnosc¢ kojarzeniowa obserwowana na podstawie wnikania tagiewek pytkowych znalazta odzwier-
ciedlenie w wiazaniu nasion, ktére rowniez otrzymano we wszystkich kombinacjach.

Key words: spring oilseed rape, Brassica napus L., seed colour, wide hybridization

The crossability in interspecific crosses of spring rapeseed MS line of B. napus var. oleifera
f. annua (2n = AACC = 38) with yellow or brown seeded diploid and amphidiploid Brassica species,
i.e.; 10 genotypes of B. rapa (2n = AA =20), 16 genotypes of B. juncea (2n = AABB = 36) and
1 genotype of B. carinata (2n = BBCC = 34) and B. fruticulosa (2n = FF = 16) was investigated and
the results are presented in this paper. The crosses of above mentioned species with B. napus used as
female parent were done in greenhouse conditions. The crossability of used species was evaluated and
based on the observation of pollen tubes growth and seed set in particular cross combinations. The
penetration of pollen tubes into the ovules was observed in all cross combinations. Although cross
compatibility was different in particular crosses, seed set was observed in all combinations.
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Wstep

Do rodzaju Brassica nalezy 41 gatunkéw (Gladis i Hammer 1992), z czego
duza wartos¢ gospodarcza posiada szes¢ z nich. Sa to B. carinata, B. juncea, B. napus,
B. nigra, B. oleracea i B. rapa. Gatunki te charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia
oleju w nasionach, ktéra u form uprawnych dochodzi do 50%.

W naszej strefie klimatycznej rzepak (B. napus var. oleifera) jest najczesciej
uprawiana rosling oleista. Znaczenie tej uprawy tak w Polsce, jak i na swiecie
rosnie z roku na rok (Bartkowiak-Broda i Mikotajczyk 2003). W Polsce zasiewy
rzepaku stanowia okoto 97% obszaru przeznaczonego pod uprawe roslin oleistych.
Ponadto powierzchnia uprawy rzepaku w Polsce rosnie sukcesywnie i w ostatnich
latach wynosita ok. 550-600 tys. ha. Na przewazajacej powierzchni uprawiana jest
forma ozima rzepaku, natomiast powierzchnia uprawy rzepaku jarego waha sie
znacznie w latach i wynosi od Kkilku do kilkudziesieciu tys. ha. Pomimo, ze rzepak
jary przegrywa w konkurencji z rzepakiem ozimym, to jednak nie nalezy
zaniedbywa¢ prac hodowlanych nad tg forma, gdyz w latach o ostrych zimach
moze ona stac sie jedyna alternatywa dla rolnikdw i przemystu ttuszczowego.

Rosnace zapotrzebowanie i coraz wigksze wymagania stawiane nasionom
rzepaku stanowia nowe wyzwania dla hodowli tego gatunku. By sprosta¢ rosnacym
oczekiwaniom rynku, w badaniach nad rzepakiem na szeroka skale stosuje sie
krzyzowania migdzygatunkowe i migdzyrodzajowe, ktore maja na celu poszerzenie
dosy¢ waskiej u tego gatunku réznorodnosci genetycznej (Kraling 1987). Jednym
z istotniejszych probleméw w hodowli rzepaku jest zmiana barwy nasion. Jasna
barwa nasion jest cecha pozadana u B. napus, gdyz jest powiazana ze spadkiem
udziatu okrywy nasiennej w nasieniu. Czarne nasiona odznaczaja si¢ grubsza
okrywa w stosunku do nasion zOttych. Nasiona zo6tte charakteryzuja sie takze pod-
WYzSz0na zawartoscia ttuszczu i biatka, a obnizona zawartoscia wiokna (Stringam
i in. 1974). B. napus jest gatunkiem, u ktérego w naturze nie wystepuja nasiona
zOtte (Liu i in. 1991), stad tez wydaje sie, ze jednym z gtoéwnych sposobdw
introgresji tej cechy do rzepaku jest krzyzowanie oddalone z gatunkami spo-
krewnionymi o z6ttej lub brazowej barwie nasion (Zaman 1988). Poczawszy od lat
siedemdziesiatych ubiegtego wieku w katedrze Genetyki i Hodowli Roslin AR
w Poznaniu prowadzone sa krzyzowania oddalone rzepaku ozimego i jarego,
ktorych celem jest wybor mozliwie najbardziej zgodnych kombinacji krzyzow-
kowych umozliwiajacych otrzymanie szerokiej zmiennosci genetycznej u mieszan-
cow oddalonych.

Celem niniejszych badan byta ocena zgodnosci krzyzowej oraz efektywnosci
krzyzowan i barier krzyzowalnosci w krzyzowaniach oddalonych rzepaku jarego
z wybranymi genotypami czterech gatunkow Brassica o zO0ttej i brazowej barwie
nasion.
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Material i metody

Forma mateczna uzyta do krzyzowan byt rzepak jary (Brassica napus (L.) var.
oleifera (Metzg.) f. annua) (2n=4x=AACC =38); posiadajacy ceche meskiej
sterylnosci typu Ogura. Formy ojcowskie stanowity zotto- lub brazowonasienne
formy nalezace do gatunkow:

— Brassica carinata (A. Braun) — gorczyca etiopska (2n = 4x = BBCC = 34)
materiat uzyskano z Institute for Agrobotany, Tapioszele, Wegry;

— Brassica juncea (L.) — gorczyca sarepska (2n = 4x = AABB = 36)
materiat otrzymano z banku genéw IPK Genebank, Gatersleben, Niemcy;

— Brassica rapa (L.) syn. Brassica campestris ssp. oleifera (L.)

— rzepik jary (2n =2x = AA = 20)

materiat otrzymano z banku genéw IPK Genebank, Gatersleben, Niemcy;
— Brassica fruticulosa (Cyr.) — (2n = 2x = FF = 16)

materiat uzyskano z Institute for Agrobotany, Tapioszele, Wegry.

Doswiadczenie zatozono w szklarni Katedry Genetyki i Hodowli Roslin
Akademii Rolniczej w Poznaniu. Jednokierunkowe, kontrolowane krzyzowania kom-
ponentdw rodzicielskich w uktadzie, w ktérym forma MS B. napus zostata uzyta
jako forma mateczna przeprowadzono w okresie wiosennym, od kwietnia do czerwca
2006. W trakcie catego doswiadczenia wykonano prace obejmujace nastepujace
zagadnienia:

1) ocene zgodnosci krzyzowej na podstawie obserwacji kietkowania ziaren
pytku i wnikania tagiewek pytkowych w poszczegodlne czgsci stupka,

2) efektywnos¢ krzyzowan materiatow uzytych w doswiadczeniu.

Obserwacije kietkowania ziaren pytku i wnikania fagiewek pytkowych wyko-
nano przy zastosowaniu techniki fluoroscencyjnej. Z kazdej kombinacji krzyzow-
kowej pobrano po 4 stupki po uptywie odpowiednio 12, 24 i 48 godzin od momentu
zapylenia. Pobrane stupki utrwalano w zmodyfikowanym utrwalaczu Carnoy’a
(6:3:1; EOH 95%: chloroform: CH3COOH) przez 24 godziny. Po utrwaleniu
materiat przechowywano w 70% alkoholu. Preparaty wykonano wedtug metody
zaproponowanej przez Martina (1959) w modyfikacji Wojciechowskiego (1985).

Przy oznaczeniu stopnia kietkowania ziaren pytku na znamieniu i wnikania
fagiewek pytkowych w dalsze czesci stupka postuzono si¢ umowna pigciostop-
niowa skala, w ktorej:

0 — oznacza brak fagiewek,

1 — pojedyncze tagiewki,

2 — nieliczne tagiewki,

3 — liczne tagiewki,

4 —bardzo liczne tagiewki.
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Efektywnos¢ krzyzowan wyrazono:
— liczba zawiazanych tuszczyn w stosunku do liczby zapylonych kwiatéw,
— wspotczynnikiem efektywnosci krzyzowania (WEK), ktory obliczono jako sto-
sunek liczby normalnie wyksztatconych nasion do liczby zapylonych kwiat6éw,
— procentem prawidtowo wyksztatconych nasion.

Wyniki

Ocena zgodnosci krzyzowej na podstawie stopnia kietkowania ziaren
pylku i wzrostu lagiewek pytkowych w poszczegolnych czesciach stupka

Whyniki obserwacji tagiewek pytkowych zamieszczono w tabeli 1. W kazdej
z wykonanych kombinacji krzyzéwkowych obserwowano fagiewki pytkowe we
wszystkich czesciach stupka. Ponadto, w kazdej kombinacji udato si¢ uchwyci¢
moment wnikania fagiewki do zalazka.

Najintensywniejsze kietkowanie ziaren pytku na znamieniu obserwowano po
12 godzinach od zapylenia w wigkszosci kombinacji krzyzowan. Najszybsze tempo
wzrostu fagiewek pytkowych obserwowano w kombinacjach, gdzie jako zapylaczy
uzyto poszczeg6lnych genotypow B. juncea, u wigkszosci ktérych tagiewki pyt-
kowe docieraty do zalazni juz po 12 godzinach. W trzech kombinacjach: B. napus
x B. juncea CR 2514/93a, CR 2609/87 i CR 2657/84 obserwowano po tym czasie
takze pojedyncze tagiewki wnikajace w mikropyle. Lagiewki w zalazni po 12 godzi-
nach od zapylenia obserwowano takze w kombinacjach B. napus x B. carinata
RCAT 067293, B. napus x B. fruticulosa RCAT 062227 i w przypadku jednej kom-
binacji z B. rapa: B. napus x B. rapa CR 1643/98. W przypadku zapylenia kontrol-
nego (B. napus CMS x B. napus) po 12 godzinach od krzyzowania obserwowano
liczne tagiewki pytkowe na znamieniu i w szyjce stupka, natomiast nie docieraty
one jeszcze do zalazni.

Po 24 godzinach od momentu zapylenia we wszystkich wariantach krzyzowan
za wyjatkiem kombinacji B. napus x B. rapa CR 2925/79 obserwowano tagiewki
pytkowe wnikajace w mikropyle i stosunkowo liczne tagiewki pytkowe znajdujace
si¢ w szyjce stupka, zalazni i przy zalazkach. W obrebie krzyzowan, gdzie jako
zapylaczy dla B. napus uzyto genotypow B. rapa najintensywniejsze wnikanie
fagiewek pytkowych do zalazka po 24 h od zapylenia obserwowano w obrebie
kombinacji B. napus x B. rapa CR 2286/01 (2,5 w pigciostopniowej skali), a naj-
stabsze w kombinacji B. napus x B. rapa CR 2925/79 (0,0).

Sposrdd krzyzowan pomigdzy B. napus a B. juncea po 24 h od zapylenia naj-
wiecej fagiewek wnikajacych do zalazkdw obserwowano w kombinacji B. napus x
B. juncea CR 2436/82 (3,3), a najmniej w kombinacji B. napus x B. juncea CR 2486/88
(1,3) (tab. 1).
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Tabela 1
Kietkowanie ziaren pytku i stopien wnikania tagiewek pytkowych w poszczegélne czesci
stupka w krzyzowaniach oddalonych B. napus z czterema innymi gatunkami Brassica
Pollen grains germination and penetration of pollen tubes into particular parts of style
in interspecific crossings of B. napus with four other Brassica species

Kombinacja krzyzowania | Czaspo | Stopien przenikania tagiewek pytkowych w poszczegolne
Cross combination zapyleniu [h]| czeSci stupka* — Penetration of pistil by pollen tubes
Genotyp Time after | znamie | szyjka | zalaznia | wnikanie do zalazka
Genotype pollination | stigma style ovule | penetration into ovules
1 2 3 4 5 6
Brassica napus f. annua (CMS) x Brassica napus f. annua
Brassica napus f. annua 12 4,0 3,0 0 0
PAU CP 205 [kontrola] 24 4,0 38 4,0 4,0
48 2,8 4,0 3,8 3,8
Brassica napus f. annua (CMS) x Brassica rapa
Indus ECN 1500400028 12 4,0 0,3 0 0
24 33 1,3 2,0 1,3
48 1,5 1,8 3,0 33
CR 1643/98 12 3.8 2,0 0,3 0
24 2,0 33 3,0 2,3
48 0,3 1,0 15 1,3
CR 2217/01 12 4,0 1,0 0 0
24 25 15 2,0 0,8
48 0,3 0,3 2,3 2,5
CR 2220/93a 12 23 0 0 0
24 1,3 2,0 2,8 2,0
48 0,5 1,0 2,0 2,3
CR 2244/01 12 3,5 0,8 0 0
24 0,8 1,0 0,8 0,3
48 0,5 15 15 1,3
CR 2286/01 12 2,3 0,5 0 0
24 1,0 1,0 2,8 25
48 1,0 1,0 2,0 23
CR 2344/98 12 3,0 2,5 0 0
24 2,0 18 2,5 2,0
48 1,0 13 2,5 3,0
CR 2348/99 12 4,0 1,7 0 0
24 2,7 2,0 1,7 1,0
48 0,8 1,0 2,0 1,8
CR 2916/82 12 3.8 2,3 0 0
24 2,0 33 2,3 1,3
48 1,5 1,0 23 2,3
CR 2925/79 12 2,0 1,0 0 0
24 2,8 35 0,5 0
48 2,5 2,5 33 3,8
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ciag dalszy tabeli 1

1 | 2 | 3 4 5 | 6
Brassica napus f. annua (CMS) x B. juncea
CR 94/99 12 35 0,3 0 0
24 1,0 1,0 3,0 2,3
48 13 3,0 35 2,5
CR 99/99 12 4,0 4,0 0,8 0
24 2,8 2,5 3,5 2,3
48 13 18 2,8 15
CR 102/96 12 4,0 4,0 0,5 0
24 33 33 4,0 2,3
48 3,0 3,0 3,0 13
CR 112/02 12 4,0 38 0,5 0
24 35 35 33 2,3
48 0 15 3,8 2,8
CR 2436/82 12 4,0 0,5 0 0
24 18 0,8 2,8 33
48 1,0 1,0 2,8 13
CR 2486/88 12 4,0 3,8 0,5 0
24 4,0 4,0 2,3 1,3
48 1,0 1,3 15 0,5
CR 2506/88 12 4,0 4,0 0,8 0
24 33 33 3,0 2,8
48 2,8 1,3 2,0 13
CR 2514/93a 12 3,5 3,5 1,3 1,0
24 2,3 1,3 3,0 3,0
48 13 1,0 2,0 18
CR 2609/87 12 4,0 33 0,8 0,3
24 2,8 3,0 4,0 2,8
48 15 2,0 33 2,5
CR 2629/84 12 4,0 4,0 1,0 0
24 3,0 33 3,8 2,8
48 0,5 13 33 2,5
CR 2632/87 12 4,0 4,0 13 0
24 3,0 4,0 3,5 2,0
CR 2634/84 12 35 4,0 0,8 0
24 18 2,5 35 3,0
48 0,5 18 3,0 35
CR 2657/84 12 4,0 4,0 1,0 0,3
24 1,3 1,3 2,8 2,0
48 0,3 0,8 3,0 2,5
CR 2689/88 12 4,0 2,3 1,0 0
24 33 2,3 2,8 1,5
48 15 15 2,3 1,0
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ciag dalszy tabeli 1

2

3

4

5

6

Brassica napus f. annua (CMS) x B. carinata

RCAT 067293 12 1,8 2,5 0,3 0
24 0,8 2,8 3,0 2,3
48 1,5 2,0 3,5 35

Brassica napus f. annua (CMS) x B. fruticulosa

RCAT 062227 12 3,0 33 0,3 0
24 3,5 3,8 33 1,3
48 1,0 2,3 2,3 17

Liczba obserwowanych ziaren pytku kietkujacych na znamieniu i tagiewek
znajdujacych si¢ w tkance szyjki stupka, malata wyraznie we wszystkich kom-
binacjach po 48 godzinach od zapylenia (w stosunku do ich liczby obserwowanej
po 12 godzinach od zapylenia). Nadal jednak we wszystkich kombinacjach krzy-
zOwkowych obserwowano tagiewki pytkowe znajdujace si¢ w zalazni i wnikajace
do zalazk6w. Najwieksza liczbe tagiewek wnikajacych do zalazkdw po 48 h obser-
wowano w zapylaniu kontrolnym: B. napus CMS x B. napus (Pau CP205) (3,8)
oraz w krzyzowaniach B. napus x B. rapa CR 2925/79 (3,8), najmniejsza natomiast
w kombinacji B. napus x B. juncea CR 2486/88 (0,5).

Ocena zgodnosci krzyzowej na podstawie stopnia wigzania nasion

W trakcie catego cyklu doswiadczen dokonano kontrolowanego zapylenia
4176 kwiatéw meskosterylnej formy rzepaku jarego Olindigo CMS komponentami
ojcowskimi (tab. 2). Uzyskano 3233 tuszczyny, co stanowi 77,42% zapylonych
kwiatow.

Najwyzsza liczba zawiazanych tuszczyn w stosunku do liczby zapylonych
kwiatdw charakteryzowata si¢ kombinacja B. napus x B. carinata (96,55%). Nieco
stabiej tuszczyny wiazaty kombinacje, w ktérych zapylaczami byty B. juncea (86,76%)
i B. fruticulosa (83,91%). Najmniejsza liczbe zawiazanych tuszczyn obserwowano
w kombinacjach z B. rapa (Srednio 62,86% zapylanych kwiatow).

Efektywnos¢ krzyzowan oddalonych z uwzglednieniem poszczeg6lnych
genotypow czterech gatunkéw Brassica, ktdre uzyto do krzyzowan z B. napus,
przedstawia tabela 2. Najwyzsza liczbe zawiazanych tuszczyn w stosunku do ilosci
zapylanych kwiatéw w catym doswiadczeniu odnotowano w kombinacji B. napus
x B. juncea CR 2609/87 (97,81%), a najnizsza w B. napus x B. rapa CR 1643/98
(39,64%).
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Tabela 2

Efektywnos$¢ krzyzowan oddalonych B. napus z poszczeg6lnymi genotypami czterech
gatunkéw Brassica uzytymi w doswiadczeniu wyrazona wspétczynnikiem efektywnosci
krzyzowan (WEK) oraz s$rednia liczba nasion w tuszczynie — Effectiveness of wide
hybridization of B. napus with other Brassica species expressed by crossability coefficient
(WEK) and mean seed no. / siliqua

Ptodnosé¢ — Fertility . Srednia
Kombinacja | . . L_|czba liczba nasion
krzyzowania |licZba zapylonych | liczba prawidlowych | e |\ 1uszczynie
Cross kwiatow tuszczyn L/K nasion [D] [D/K] | Seed set per
combination | No of pollinated |No of siliqua| [%] | Number of well siliqua
flowers [K] [L] developed seeds (mean)
1 2 3 4 5 6 7
Brassica napus x Brassica rapa
Indus ECN
1500400028 196 161 82,14 2662 13,58 16,53
CR 1643/98 222 88 39,64 997 4,49 11,33
CR 2217/01 122 85 69,67 544 4,46 6,40
CR 2220/93a 118 74 62,71 466 3,95 6,30
CR 2244/01 169 100 59,17 1167 6,91 11,67
CR 2286/01 168 91 54,17 198 1,18 2,18
CR 2344/98 135 78 57,78 546 4,04 7,00
CR 2348/99 156 112 71,79 728 4,67 6,50
CR 2916/82 199 118 59,3 843 4,24 7,14
CR 2925/79 179 139 77,65 361 2,02 2,60
Srednio
Mean 1664 1046 62,86 8512 5,12 8,14
Brassica napus x Brassica juncea
CR 94/99 160 134 83,75 131 0,82 0,98
CR 99/99 91 68 74,73 69 0,76 1,01
CR 102/96 217 165 76,04 80 0,37 0,48
CR 112/02 124 120 96,77 125 1,01 1,04
CR 2436/82 124 118 95,16 123 0,99 1,04
CR 2486/88 169 156 92,31 135 0,8 0,87
CR 2506/88 88 69 78,41 95 1,08 1,38
CR 2514/93a 176 147 83,52 1940 11,02 13,20
CR 2609/87 137 134 97,81 104 0,76 0,78
CR 2629/84 181 174 96,13 106 0,59 0,61
CR 2632/87 157 143 91,08 136 0,87 0,95
CR 2634/84 194 168 86,6 151 0,78 0,90
CR 2657/84 195 160 82,05 78 0,4 0,49
CR 2689/88 124 98 79,03 92 0,74 0,94
Srednio 2137 1854 86,76 3365 157 1,81

Mean
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ciag dalszy tabeli 2

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Brassica napus x Brassica carinata
RCAT 067293 145 | 140 | 9655 | 23 | 016 | 018
Brassica napus x Brassica fruticulosa
RCAT 62227 | 230 | 103 | 8391 | 5 | 002 | 003

WEK — wsp6tczynnik efektywnosci krzyzowania — coefficient of crossability

Zaobserwowano duze zréznicowanie zaréwno pomiedzy gatunkami, jak i po-
miedzy poszczegblnymi genotypami w obrebie tych samych gatunkdéw odnosnie
wartosci wspotczynnika efektywnosci krzyzowania (WEK). Kombinacje, w ktérych
jako zapylaczy uzyto poszczeg6lnych genotypow B. rapa odznaczaly sie zdecydo-
wanie najwyzszym wspotczynnikiem efektywnosci krzyzowan (5,12). Znacznie
nizszy WEK uzyskano w kombinacjach, gdzie jako zapylaczy uzyto B. juncea (1,57),
B. carinata (0,16) i B. fruticulosa (0,02). W krzyzowaniach pomic¢dzy B. napus
i B.rapa rozpictos¢ WEK wyniosta od 1,18 (kombinacja B. napus x B.rapa
CR 2286/01) do 13,58 (kombinacja B. napus x B. rapa var. Indus). W krzyzowaniach
pomiedzy B. napus i B. juncea, 13 sposrod 14 uzytych genotypdw nie osiagneto
nawet najnizszej wartosci uzyskanej w ktorejkolwiek z kombinacji z B. rapa.
Na tym tle wyjatkiem jest kombinacja B. napus x B. juncea CR 2514/93a, dla ktérej
wartos¢ WEK (11,02) wypadta znacznie powyzej sredniej uzyskanych dla kombi-
nacji z B. rapa (5,12), (tab. 2). Najnizsza wartos¢ WEK odnotowano w kombinacji
B. napus x B. fruticulosa RCAT 062227, gdzie na 230 zapylonych kwiatéw
otrzymano zaledwie 5 normalnie wyksztatconych nasion — wartos¢ WEK — 0,02.

Z wszystkich krzyzowan B. napus x B. rapa otrzymano dorodne nasiona,
ktore stanowity 91,79% ogblnej liczby nasion. W krzyzowaniach tych najwiecej
normalnych nasion obserwowano w kombinacji B. napus x B. rapa var. Indus
(97,62%), a najmniej w kombinacji B. napus x B. rapa CR 2916/82 (74,40%), (tab. 3).
Znacznie nizszy procent prawidtowo wyksztatconych nasion obserwowano w kom-
binacjach z B. juncea (16,84%). Wyjatkiem byta tu jedna kombinacja krzyzéwkowa
B. napus x B. juncea CR 2514/93a, gdzie udziat nasion dorodnych wyniost 98,48%.
Najnizszy udziat nasion prawidtowo wyksztatconych uzyskano z kombinacji
B. napus x B. juncea CR 102/96 (3,74%) i B. napus x B. juncea CR 2629/84
(4,94%). W kombinacji B. napus x B. carinata RCAT 0627293 udziatl nasion
prawidtowo wyksztatconych byt stosunkowo wysoki (74,19%), ale uzyskano tu
tylko 23 nasiona.

Jeszcze mniej prawidtowo wyksztatconych nasion uzyskano w kombinacji
B. napus x B. fruticulosa RCAT 062227 — tylko 5 sztuk (27,78%).
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Tabela 3
Charakterystyka nasion powstatych w wyniku krzyzowan oddalonych B. napus z poszcze-
gblnymi genotypami czterech gatunkéw Brassica — Characteristics of seed development
from interspecific crosses of B. napus with particular genotypes of four Brassica species

Stopien wyksztatcenia nasion .

L. . . Development of seeds Pro<_:entowy udziat

Kombinacja krzyzowania ~ nasion dorodnych

Cross combination weﬂoégzllgf)ed poslad Ogtlgt};m Percentage of well

IN] poor seeds M developed seeds
Brassica napus (CMS) x Brassica rapa
Indus ECN 1500400028 2662 65 2727 97,62
CR 1643/98 997 63 1060 94,06
CR 2217/01 544 30 574 94,77
CR 2220/93a 466 42 508 91,73
CR 2244/01 1167 60 1227 95,11
CR 2286/01 198 16 214 92,52
CR 2344/98 546 45 591 92,39
CR 2348/99 728 106 834 87,29
CR 2916/82 843 290 1133 74,40
CR 2925/79 361 44 405 89,14
Ogodtem — Total 8512 761 9273 91,79
Brassica napus (CMS) x Brassica juncea
CR 94/99 131 986 1117 11,73
CR 99/99 69 463 532 12,97
CR 102/96 80 2060 2140 3,74
CR 112/02 125 955 1080 11,57
CR 2436/82 123 1539 1661 7,41
CR 2486/88 135 1292 1427 9,46
CR 2506/88 95 910 1005 9,45
CR 2514/93a 1940 30 1970 98,48
CR 2609/87 104 1055 1159 8,97
CR 2629/84 106 2039 2145 4,94
CR 2632/87 136 1592 1728 7,87
CR 2634/84 151 1435 1586 9,52
CR 2657/84 78 1357 1435 5,44
CR 2689/88 92 911 1003 9,17
Ogotem — Total 3365 16624 19988 16,84
Brassica napus (CMS) x Brassica carinata

RCAT 067293 | 23 | 8 | 31 | 74,19

Brassica napus (CMS) x Brassica fruticulosa

RCAT 62227 | 5 | 13 | 18 | 27,78
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Dyskusja

Badania nad krzyzowaniem oddalonym w rodzaju Brassica zapoczatkowali
Karpechenko (1924) i japonski badacz U (1935), ktéry w wyniku krzyzowania
B. rapa z B. oleracea zesyntezowat rzepak — B. napus i okreslit pokrewienstwo
pomigdzy szescioma najwazniejszymi gatunkami tego rodzaju w ramach tzw.
trojkata U.

Rzepak — B. napus var. oleifera — charakteryzuje si¢ stosunkowo niewielkim
polimorfizmem w poréwnaniu do gatunkéw, z ktérych powstat (Chen i Heneen,
1989). Dlatego w celu poszerzenia zakresu zmiennosci cech u tego gatunku stosuje
si¢ na szeroka skale krzyzowania oddalone. Duze zréznicowanie gatunkéw w obrebie
rodzaju Brassica daje mozliwos¢ wprowadzenia licznych korzystnych cech do
genomu B. napus na drodze krzyzowan oddalonych zaréwno z formami dzikimi,
jak i uprawnymi. Dzigki temu udato si¢ migdzy innymi przenies¢ do B. napus ceche
meskiej sterylnosci z Raphanus sativus (Ogura 1968), czy stworzyé genotypy
rzepaku przystosowane do warunkéw krétkiego dnia (Akbar 1989).

Jedna z cech nie wystepujaca w warunkach naturalnych u B. napus, a spoty-
kana stosunkowo czesto u innych gatunkow Brassica jest z6tta barwa nasion (Liu
i in. 1991). Cecha ta w hodowli rzepaku jest bardzo pozadana, gdyz wiaze si¢
z licznymi korzysciami. Z dostepnych danych literaturowych wynika, ze zotte
nasiona charakteryzuja si¢ podwyzszong zawartoscia biatka i ttuszczu przy jedno-
czesnym spadku zawartosci wiokna pokarmowego (Stringam i in. 1974, Shirzadegan
i R6bbelen 1985, Ochodzki i Piotrowska 2002). Zaleznos¢ ta wynika z faktu, ze z6ite
nasiona w poréwnaniu do nasion czarnych posiadaja ciensza okrywg nasienna,
ktorej gtéwnym sktadnikiem jest nieprzyswajalne dla zwierzat wtokno. Obnizenie
zawartosci tego sktadnika w nasionach jest cecha pozadana, gdyz jego zbyt wysoka
zawartos¢ w rzepakowej srucie poekstrakcyjnej jest czynnikiem limitujacym
wykorzystanie tej wysokobiatkowej paszy w zywieniu zwierzat (Slominski i in.
1999). A zatem s$ruta uzyskana z z6ttonasiennych odmian B. napus mogtaby stac sig
konkurencyjna dla wykorzystywanej obecnie na szeroka skale sruty sojowej.

W zwiazku z tym, ze w naturze nie wystepuja genotypy B. napus o zottej
barwie nasion wydaje sig, ze obok mutagenezy, najefektywniejsza metoda intro-
gresji tej cechy do genotypu rzepaku jest krzyzowanie oddalone (Zaman 1988).
Jako pierwszy proby tej podjat si¢ Olsson (1960), ktory otrzymat segregacje pod
wzgledem barwy nasion u zresyntetyzowanego rzepaku. Jednak pomimo préb nie
udato mu sig ustabilizowac¢ tej cechy. Od tego czasu liczni badacze starali si¢ uzyskac
z6ttonasienny rzepak na drodze bezposredniej resyntezy z B. rapa i B. oleracea
(Chen i in. 1988; Rahman 2001), posredniej resyntezy rzepaku z krzyzowan
B. juncea i B. carinata (Barcikowska i Mac¢kowiak 1997) lub réznorodnych krzy-
zowan oddalonych rzepaku z zéttonasiennymi gatunkami Brassica (Qi i in. 1995,
Meng i in. 1998).
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Podstawowym problemem napotykanym podczas krzyzowan oddalonych jest
niska efektywnos¢ wiazania mieszancowych nasion. Spowodowane jest to wyste-
powaniem barier krzyzowalnosci, w wyniku czego efektywnos¢ krzyzowan jest
Z reguly niska. Bariery utrudniajace otrzymywanie roslin mieszancowych z krzy-
zowan oddalonych dziela sie na prezygotyczne i postzygotyczne. Pierwsze z nich
zwigzane Ssa z niemoznoscia zaptodnienia pomimo zapylenia, natomiast bariery
postzygotyczne powoduja problemy w otrzymywaniu mieszancéw oddalonych
pomimo zajscia procesu zaptodnienia (Springer 2004).

Ocene efektywnosci krzyzowan w prezentowanej pracy przeprowadzono w oparciu
0 stopien wnikania tagiewek pytkowych. Weditug Gates’a i Ockendon’a (1975)
bezposrednia i pewna miara zdolnosci kojarzeniowej jest stopien kietkowania
fagiewek pytkowych. Poglad ten znajduje takze potwierdzenie w niniejszej pracy,
gdyz z kazdej kombinacji, w ktorej obserwowano moment wnikania tagiewek do
zalazka otrzymano nasiona. Wyniki uzyskane z przeprowadzonych obserwacji
kietkowania ziaren pytku i wnikania tagiewek pytkowych w poszczegdlne czesci
stupka wskazuja, ze zgodnos¢ krzyzowa pomiedzy B. napus a czterema gatunkami
uzytymi w doswiadczeniu jako formy ojcowskie (B. carinata, B. fruticulosa,
B. juncea, i B. rapa) jest stosunkowo wysoka dla wszystkich badanych gatunkéw.
Obserwowane réznice w intensywnosci wnikania tagiewek pytkowych w poszcze-
golnych kombinacjach krzyzowan byty niewielkie i miescity si¢ w zakresie r6znic
wystepujacych pomiedzy poszczegbélnymi genotypami jednego gatunku uzytego
w doswiadczeniu. Stwierdzono jednak, ze we wszystkich kombinacjach krzyzéw-
kowych penetracja zalazni i wnikanie tagiewek pytkowych do zalazkow byto
stabsze niz w zapyleniu kontrolnym B. napus (CMS) x B. napus.

Obecnos¢ licznych kietkujacych ziaren pytku na znamieniu oraz tagiewek
pytkowych wystepujacych w poszczegolnych czesciach stupka we wszystkich
wykonanych kombinacjach krzyzéwkowych dowodzi braku istnienia barier
prezygotycznych pomiedzy krzyzowanymi gatunkami.

Podobne wyniki w obrebie krzyzowania B. napus x B. fruticulosa otrzymali
takze Singh i in. (2007), ktdrzy stopien kietkowania ziaren pytku i wnikania tagie-
wek pytkowych w poszczegélne czesci stupka okreslaja mianem ,,0bfitego” i pos-
tuluja brak barier prezygotycznych pomiedzy tymi gatunkami. Zblizone wyniki
w obrebie krzyzowan rzepaku ozimego — B. napus x B. fruticulosa i B. napus X
B. rapa — otrzymali rowniez Wojciechowski i in. (1997), ktérzy zaobserwowali
jednak réznice w intensywnosci wnikania tagiewek pytkowych pomiedzy tymi
dwoma krzyzowaniami. Otrzymane przez nich wyniki sugeruja nizsza zgodno$é¢
krzyzowa w obrgbie kombinacji B. napus x B. fruticulosa, w ktorej intensywnosé
whnikania tagiewek pylkowych w poszczegllne czesci stupka byta dwukrotnie
nizsza w poréwnaniu z kombinacja B. napus x B. rapa. Obserwacji tej nie
potwierdzaja wyniki otrzymane w prezentowanej pracy, gdzie zgodnos¢ krzyzowa
w obrebie kombinacji B. napus x B. fruticulosa i B. napus x B. rapa byta zblizona.
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Wojciechowski i Lewandowska (2006) nie obserwowali Zzadnych tagiewek pytko-
wych w zalazni w obrebie kombinacji B. napus x B. carinata i tylko sporadycznie
tagiewki w zalazni i wnikajace do zarodkéw w obrebie krzyzowania B. napus x
B. rapa ssp. sarson. Uzyskane roznice w powyzszych eksperymentach i przed-
stawionej pracy moga wynika¢ jednak z innego pochodzenia uzytych materiatow
roslinnych, jak i odmiennych warunkéw $rodowiskowych panujacych w trakcie
przeprowadzania doswiadczen. Wptyw warunkoéw s$rodowiskowych na roznice
w efektywnosci krzyzowan oddalonych postuluje takze Wojciechowski (1985),
ktory dodatkowo za najwazniejszy czynnik uwaza temperature w trakcie zapylania.
Podobny we wszystkich kombinacjach krzyzoéwkowych stopien zgodnosci
kojarzeniowej, okreslony na podstawie stopnia wnikania tagiewek pyitkowych, nie
do konca znalazt potwierdzenie w stopniu wiazania nasion. Najwyzszy wspot-
czynnik efektywnosci krzyzowan (wyrazajacy liczbg dorodnych nasion do liczby
zapylonych kwiatow) otrzymano w kombinacjach B. napus x B. rapa i wyniost on
srednio 5,12 dla wszystkich uzytych genotypdw, wykazujac jednak spory zakres
rozbieznosci i osiagajac maksimum w kombinacji B. napus x B. rapa var. Indus
(13,58). Pozostate krzyzowania z B. juncea, B. carinata i B. fruticulosa odznaczaty
sie nizszymi $rednimi wartosciami wspdiczynnika efektywnosci krzyzowania,
wynoszacymi odpowiednio: 1,57; 0,16 i 0,02. R6zna efektywnos¢ krzyzowan
w oparciu 0 stopien wnikania tagiewek pytkowych w stosunku do wartosci
opartych o liczbe uzyskanych nasion oraz duza liczba wyksztatconych, ale pustych
luszczyn moze swiadczy¢ o wystepowaniu barier postzygotycznych o réznej sile,
prowadzacych do zamierania zarodka na wczesnym etapie rozwoju. Podobne
wyniki otrzymali Wojciechowski i in. (1997), ktérzy w krzyzowaniach z uzyciem
ozimych form rzepaku najwyzsza efektywnos$¢ krzyzowan zaobserwowali dla
B. napus x B. rapa, a znacznie nizsza dla B. napus x B. fruticulosa. Réwniez Rashid
i in. (1994) otrzymali podobna efektywnos¢ w obrgbie krzyzowania B. napus %
B. juncea (2,1). Ci sami autorzy w krzyzowaniach B. napus x B. carinata otrzymali
wartos¢ wspétczynnika efektywnosci krzyzowania 8,2, ktéra jest znacznie wyzsza
od wartosci uzyskanej pomiedzy tymi gatunkami w toku naszych badan (0,16).
Sposrdéd czternastu genotypéw B. juncea uzytych w eksperymencie intere-
sujacy wydaje sie by¢ genotyp CR 2514/93a, ktdry charakteryzowat sie wysokim
poziomem wspoétczynnika efektywnosci krzyzowan z B. napus (11,02) i znacznie
odbiegat od sredniej wartosci tego wspoétczynnika dla pozostatych kombinacji krzy-
zowan z B. juncea (1,57). Wydaje sic zatem, ze genotyp ten jako stosunkowo
wysoko zgodny w krzyzowaniach z B. napus mégtby by¢ szerzej wykorzystany
w toku dalszych prac hodowlanych. Wystepowanie genotypow o duzo wyzszej od
przecietnej zgodnosci krzyzowej obserwowali takze inni autorzy m.in. w obrebie
krzyzowan B. rapa x B. carinata (Meng i in. 1992). Rozbieznosci uzyskane
W niniejszej pracy pomiedzy wartosciami wspotczynnika efektywnosci krzyzowan
dla poszczeg6lnych genotypow tego samego gatunku dowodza stusznosci tezy, ze
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efektywnos¢ krzyzowan oddalonych uzalezniona byla nie tylko od doboru
poszczegoblnych gatunkéw czy podgatunkéw do krzyzowan — jak twierdza m.in.
Nishiyama i Inomata (1966), ale nawet od doboru poszczegélnych genotypow
wykorzystywanych do otrzymania mieszancéw oddalonych, co postulowali m.in.
Honma i Summers (1976) oraz Bajaj (1986), Wojciechowski i Lewandowska (2006).

Barwa nasion mieszancdw pokolenia F; z wykonanych krzyzowan byta
w przewazajacej wigkszosci czarna, stosunkowo liczne byty takze nasiona koloru
brazowego. Nasion o zO6itej barwie otrzymano bardzo mato i tylko w niektérych
kombinacjach, gdzie jako zapylaczy uzyto genotypéw B. rapa. W kombinacjach
z innymi gatunkami nasion zéttych nie obserwowano. Podobne wyniki uzyskata
Lewandowska (2005), ktéra nieliczne zétte nasiona pokolenia F; otrzymata tylko
w obrebie kombinacji, gdzie jako zapylaczy dla ozimego B. napus uzyta dwdch
podgatunkéw B. rapa ssp. pekinensis i ssp. sarson. Tak niewielka segregacje pod
wzglgdem barwy nasion mozna ttumaczy¢ tym, ze pigment zabarwiajacy okrywg
nasienna jest umiejscowiony w palisadowych i parenchymatycznych warstwach
okrywy nasiennej (Stringam i in. 1974), ktére to rozwijaja si¢ z organizmu
matecznego. Dodatkowym problemem jest ztozone podtoze genetyczne tej cechy.
Wigkszos¢ badaczy przychyla sie tu do tezy Shirzadegana (1986), ze cecha ta jest
kontrolowana przez trzy pary genow. Barwe zOita uzyskuje sie wtedy, gdy
wszystkie allele tych genéw beda w stanie homozygoty recesywnej. Jak jednak
donosza najnowsze badania Somersa i in. (2001) geny te nie sa réwno silne.
Autorzy ci podaja, ze ustalili marker RAPD sprzezony z loci odpowiedzialnym
w 72,3% za ceche zbttej barwy okrywy nasiennej w segregujacych pod wzgledem
barwy nasion liniach podwojonych haploiddw.

Whioski

1.  Zgodno$¢ krzyzowa pomiedzy gatunkami uzytymi w doswiadczeniu, ustalona
na podstawie obserwacji kietkowania ziaren pytku i wnikania tagiewek
pytkowych byta stosunkowo wysoka we wszystkich kombinacjach krzyzow-
kowych co swiadczy o braku barier prezygotycznych w wykonanych kom-
binacjach krzyzowan.

2. Zgodnos¢ krzyzowa ustalona na podstawie wiazania nasion dowodzi istnienia
stosunkowo silnych barier postzygotycznych w kombinacjach krzyzéwkowych
B. napus x B. carinata i B. fruticulosa. Stad tez dla zwiekszenia efektywnosci
krzyzowan w tych kombinacjach celowe bedzie w przysztosci zastosowanie
kultur izolowanych zarodkoéw.
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