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Zastosowanie kultur in vitro izolowanych
zarodkow w krzyzowaniach oddalonych rzepaku
(Brassica napus L.) z wybranymi zéttonasiennymi
gatunkami Brassica

The application of embryo rescue technique in interspecific crosses
of oilseed rape (Brassica napus L.) with some yellow seeded
Brassica species

Stowa kluczowe: rzepak jary, barwa nasion, zarodkowe kultury in vitro

Prowadzono badania nad krzyzowaniem meskosterylnej linii (CMS Ogura) rzepaku jarego
(B. napus) z trzema innymi gatunkami Brassica charakteryzujacymi sie z01ta barwa okrywy nasien-
nej: rzepikiem (B. rapa), gorczyca sarepska (B. juncea) oraz gorczyca etiopska (B. carinata). Badano
efektywnos¢ regeneracji zarodkéw pochodzacych z krzyzowan oddalonych w kulturach in vitro.
Wydajnos¢ kultur in vitro obliczono stosunkiem liczby zregenerowanych roslin do ogolnej liczby
inkubowanych na pozywki zarodkéw. Zarodki izolowano w dwudniowych odstepach, poczawszy od
14 dnia po zapyleniu i dalej prowadzono w kulturze in vitro. Zregenerowano rosliny tylko z zarodkdw
kombinacji B. napus x B. rapa
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In this study interspecific crosses between male sterile (CMS Ogura) oilseed rape (B. napus) with
turnip rape (B. rapa), Indian mustard (B. juncea) and Ethiopian mustard (B. carinata) were made.
Effectiveness of embryo rescue in vitro cultures was investigated. The effectiveness of in vitro
cultures was estimated by the ratio of number of regenerated plants to the total number of embryos
incubated on the media. Fourteen day old embryos and older ones, isolated every second day
following cross pollinations were cultured on media. The only regenerated plants from in vitro
cultures were obtained from B. napus x B. rapa crosses.

Wstep

Rzepak (Brassica napus L. var. oleifera) z gospodarczego punktu widzenia
jest najwazniejsza roslina oleista uprawiana w Polsce. Laczna powierzchnia jego
uprawy stanowi ok. 95-97% powierzchni zasiewdw roslin oleistych w naszym kraju.
Waznymi osiagnieciami w hodowli rzepaku, ktére umozliwity tak szerokie jego
wykorzystanie, byto uzyskanie odmian o zredukowanej zawartosci glukozynolanéw
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oraz wyeliminowanie kwasu erukowego ze sktadu kwaséw ttuszczowych w oleju
rzepakowym. Pomimo znacznego obnizenia zawartosci substancji antyzywienio-
wych w nasionach wykorzystanie poekstrakcyjnej sruty rzepakowej jest nadal
ograniczone z uwagi na wysoka zawartos¢ w niej widkna. Badania histologiczne
wykazaty, iz zottonasienne formy w obrebie rodzaju Brassica charakteryzuja sie
ciensza okrywa nasienna, ktora jest gtdwnym zrodtem widkna w nasionach.
Dlatego uzyskanie form o zOttej barwie okrywy nasiennej jest kolejnym celem,
przed jakim stoi hodowla rzepaku. Odmiany, ktére taczytyby obnizona zawartos¢,
kwasu erukowego, glukozynolanéw i widkna, okresla sie jako potréjnie ulepszone
lub tréjzerowe (,,0007).

Powaznym ograniczeniem w osiagnieciu zdttonasiennnosci jest brak naturalnie
wystepujacych genotypow zottonasiennych w obrebie gatunku B. napus, jak i u formy
B. oleracea — z ktorej filogentycznie powstat rzepak. Introgresje tej cechy z zotto-
nasiennych gatunkéw Brassica do genotypu rzepaku mozna przeprowadzi¢ na
drodze krzyzowan oddalonych.

Istotna przeszkoda w krzyzowaniach oddalonych sa czesto wystepujace zabu-
rzenia w rozwoju zarodka, uniemozliwiajace prawidtowe wyksztatcanie sig¢ nasion
mieszancowych. Pomocne w przezwyciegzaniu tych barier moga by¢ metody bio-
technologiczne, jakimi sa kultury in vitro izolowanych zarodkow.

Celem niniejszej pracy byta ocena efektywnosci krzyzowan oddalonych rzepaku
z wybranymi gatunkami Brassica o zéttej barwie nasion przy wykorzystaniu
zarodkowych kultur in vitro.

Material i metody

Materiat roslinny, ktéry zostat uzyty do badan zestawiono w tabeli 1.

Doswiadczenie zatozono w szklarni Katedry Genetyki i Hodowli Roslin
Akademii Rolniczej w Poznaniu. Kontrolowane zapylenia formy CMS rzepaku jarego
pytkiem wyzej wymienionych gatunkdw z rodzaju Brassica wykonano w okresie
jesiennym. Nastepnie z rozwijajacych si¢ tuszczyn izolowano zarodki, ktére
przenoszono na pozywki w kulturach in vitro.

Efektywnos¢ kultur in vitro zarodkéw z krzyzowan oddalonych w poszcze-
golnych kombinacjach krzyzéwkowych wyrazono jako procentowy stosunek
liczby zregenerowanych roslin do sumy izolowanych zarodkdw. Izolacje zarodkéw
rozpoczeto po czternastu dniach od kontrolowanego zapylenia.

Kultury zarodkowe prowadzono na pozywkach Murashige-Skoog’a (MS),
(Murashige i Skoog 1962), Murashige-Skoog’a w modyfikacji Kellera (MSy), (Keller
i Armstrong 1977) oraz Nitsh’a i Nitsh’a (Hs), (Nitsh i in. 1969).
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Tabela 1
Materiat roslinny uzyty do krzyzowan — Plant material used for crosses
Nazwa zwyczaiowa Ploidalnos¢ i liczba
Formy uzyte 3 wycza chromosomow .
. - i kolor nasion Pochodzenie
w doswiadczeniu Genomes and g
; Common name Seed origin
Plant material chromosomes
and seed color
number
Forma zefiska — Maternal form
B. napus var. oleifera f. annua rzepak czarny _ _ Euralis Semences,
- Olindigo (CMS Ogura) oilseed rape black 2n=AACC =38 Francja
Formy zapylajace — Pollinators
B. juncea CR 2629/84 gorczyca sarepska zotta | 2n=AABB =36 | IPK Genebank,
B. juncea CR 2634/84 Indian mustard yellow Gatersleben,
B. juncea CR 94/99 Niemcy
B. juncea CR 2486/8
B. carinata gorczyca etiopska zotta | 2n=BBCC = 34 Institute for
Ethiopian mustard yellow Agrobotany,
Tapioszele, Wegry
B. rapa 2220/93 rzepik z6lty 2n=AA=20 |Bank Genéw Oseva
B. rapa 2244/01 turnip rape yellow PRO, Opava,
B. rapa 2344/98 Czechy
B. rapa var. Indus

Zarodki, w stadiach od sercowatego do prawie dojrzatego, byly umieszczane
na pozywce MS. Na ptytce umieszczano od 1 do 6 zarodkdéw. Hodowle prowa-
dzono w pokoju hodowlanym, w temperaturze 26°C i fotoperiodzie 16 godzin —
faza jasna i 8 godzin — faza ciemna. Schemat prowadzenia zarodkowych kultur
in vitro na pozywkach przedstawiono ponizej:

MS — MSy — H; — Gleba sterylna

Wyniki

W wyniku przeprowadzonych krzyzowan oddalonych zebrano 277 tuszczyn
z ktorych pozyskano 2892 zalazki. Z zalazkéw wyizolowano 1857 zarodkow
(tab. 2). Liczba zarodkdw przenoszonych na pozywki byta ograniczona z przyczyn
technicznych (zbyt wczesne stadium rozwojowe), ponadto czes¢ ulegata zniszcze-
niu w trakcie izolacji.

Izolowane zarodki, w zaleznosci od kombinacji krzyzowania oraz liczby dni
od zapylenia, znajdowaty si¢ w stadiach: sercowatym, torpedy, laski oraz prawie
dojrzatym.
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Tabela 2
Liczba izolowanych zarodkéw na pozywke in vitro w dniach od zapylenia krzyzowego
Number of embryos isolated on in vitro media in particular time after pollination

- Liczba izolowanych zarodkow — Number of isolated embryos
Kombinacja
krzyzowania Liczba dni od zapylenia po ktérych zarodki izolowano
Crossing combination: Time after pollination to embryo isolation [days]
Brassica napus
x 14-15|16-17 | 18-19 | 20-21 | 22-23| 24-25 | 26-27 | 28-29| 30-31 RT%ZtZT
B. juncea 2629/84 36 16 14 14 38| 38 0 16 17 189
B. juncea 2634/84 6 12 46 33 64 | 23 30 0 0 214
B. juncea 94/99 12 22 72 52 44 | 12 16 0 0 230
B. juncea 2486/8 17 42 16 48 32| 20 0 0 0 175
Suma — Sum 71 92 | 148 | 147 | 178 | 93 46 16 17 808
B. carinata 4 0 13 0 13 0 18 0 0 48
B. rapa 2220/93 79 12 39 8 22 | 62 0 0 0 222
B. rapa 2244/01 17 86 35 62 27 0 0 0 0 227
B.rapa 2344/98 90 24 64 21 0 0 0 0 0 199
B. rapa odm. Indus 21 46 42 80 | 136 | 28 0 0 0 353
Suma — Sum 207 | 168 | 180 | 171 | 185 | 90 0 0 0 1001

W krzyzowaniach B. napus x B. juncea wyizolowano ogétem 808 zarodkdw.
Natomiast w kombinacjach B. napus x B. rapa na pozywkeg przeniesiono 1001
zarodkéw. Najmniejsza liczbe zarodkéw uzyskano w kombinacji krzyzéwkowej
B. napus x B. carinata — 48 szt.

Izolacje zarodkdw z krzyzowan rzepaku (B. napus) z rzepikiem (B. rapa)
przeprowadzano w zaleznosci od kombinacji krzyzéwkowej pomigdzy 14 a 25 dniem
od zapylania.

W kombinacjach krzyzéwkowych, w ktorych jako zapylacza uzyto gorczyce
sarepska (B. juncea) zarodki izolowano miedzy 14 a 31 dniem od zapylenia.
W zaleznosci od uzytego genotypu B. juncea, zarodki pobierano do 25 (genotypy:
2629/84 i 2486/8), 27 (genotypy: 2634/84, 94/99) lub az do 31 dnia po zapyleniu
(genotyp 2629/84).

Z krzyzowan gorczycy etiopskiej (B. carinata) jako zapylacza, na pozywki
przeniesiono najmniejsza liczbe zarodkéw sposrdod wszystkich badanych kombi-
nacji krzyzéwkowych — 48 sztuk. Ponadto zarodki izolowano w nieregularnych
odstepach do 27 dni od zapylenia. Szczeg6towe zestawienie liczby dni od zapy-
lenia, po ktérych izolowane zarodki z poszczegélnych kombinacji krzyzéwkowych
przenoszono do kultur in vitro zestawiono w tabeli 2.

W przeprowadzonym doswiadczeniu z kultur in vitro niedojrzatych zarodkéw
zregenerowano 84 (tab. 3), co w odniesieniu do sumy izolowanych zarodkéw
stanowi efektywnos¢ 4,52%. Wszystkie uzyskane rosliny pochodzity z krzyzowania
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rzepaku z rzepikiem; najwieksza ich liczbe uzyskano woéwczas, gdy jako zapylacza
uzyto odmiane Indus — 39 roslin (efektywnosé¢ kultur zarodkowych — 11,05%).
Dla kolejnych genotypéw efektywnos¢ ta wynosita: B. rapa 2244/01 — 30 roslin
(13,22%), B. rapa 2220/93 — 12 roslin (5,40%) oraz 3 (1,50%) rosliny gdy zapyla-
czem byt genotyp B. rapa 2344/98 (tab. 3).

Tabela 3
Procent zregenerowanych roslin z zarodkéw izolowanych w dniach od zapylenia
Per cent of plants regenerated in particular time of embryos isolation
Kombinacja Procent zregenerowanych roslin — Per cent of regenerated plants
krzyzowania Czas od zapylenia krzyzowego do izolacji zarodkéw [dni]
Crossing Time after pollination to embryo isolation [days]
combination Razem
Brassicanapus | 14-1516-17|18-19|20-21|22-23 | 24-25 | 26-27 | 28-29 | 30-31 Total
X % szt.
B.juncea 2629/84 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B.juncea 2634/84 | 0 0 0 0 0 0 0 - - 0
B.juncea 94/99 0 0 0 0 0 0 0 - - 0
B.juncea 2486/8 0 0 0 0 0 0 0 - - 0
B.carinata 0 0 0 0 0 0 0 - - 0
B.rapa 2220/93 2,53 | 16,67 | 5,13 | 12,50 | 18,18 | 2,08 - - - 540 12
B.rapa 2244/01 | 588 | 349| 0 |[3387|1852| - - - - 1322 30
B.rapa 2344/98 1,11 0 0 9,52 | - - - - - 150 3
B.rapaodm.Indus| O |20,69| 7,14 |12,08| 8,82 | 3,57 - - - 111,05 39
Dyskusja

Uprawa odmian o dobrych cechach uzytkowych w najwyzszym stopniu decy-
duje o wielkosci i jakosci plonu, ponadto jest najtanszym elementem intensyfi-
kujacym technologie uprawy (Bartkowiak-Broda 2006).

Od poczatku lat 60. gtéwnym celem hodowli rzepaku stata si¢ poprawa cech
zwiazanych z jakoscia nasion. Potwierdzenie szkodliwosci kwasu erukowego,
ktory stanowit blisko 50% kwasdw ttuszczowych w oleju oraz liczne doniesienia
ukazujace szkodliwos¢ glukozynolanéw zawartych w srucie poekstrakcyjnej staty
si¢ impulsem do prac nad jakoscia pozyskiwanych nasion rzepaku. W 1972 r. zare-
jestrowano pierwsza na swiecie niskoerukowa odmiane rzepaku Wipol, aw 1976 r.
pierwsza polska bezerukowa odmiane rzepaku Janpol. Odmiany o wysokiej zawar-
tosci kwasu erukowego zostaty catkowicie wyparte z uprawy przez odmiany bez-
erukowe (,,0”) w koncu lat 80. W 1985 r. zarejestrowano i zaczeto uprawiac
pierwsza polska odmiane podwaojnie ulepszona (,,00”), o obnizonej zawartosci
szkodliwych glukozynolanéw (Krzymanski 2000).
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Prace nad ulepszaniem parametréw jakosciowych nasion rzepaku sa konty-
nuowane. Hodowcy daza do obnizenia zawartosci widkna oraz podniesienia
zawartosci ttuszczu i biatka w nasionach. Cel ten moze by¢ zrealizowany poprzez
wyhodowanie form zéttonasiennych. O zaletach form zo6ttonasiennych wystepuja-
cych w rodzaju Brassica donosi wielu badaczy, m.in. Stringam (1974) i Woods (1980).

Okrywa nasienna u Brassica jest zbudowana z warstwy komorek palisado-
wych, kilku warstw komdrek parenchymatycznych oraz pojedynczej warstwy
komérek aleuronowych (van Caseele i in. 1982). Pigment (skondensowane poli-
fenole), ktéry nadaje barwe tradycyjnym czarnonasiennym odmianom rzepaku,
znajduje sie w warstwie komorek palisadowych i warstwie komérek parenchyma-
tycznych (Vaughan 1970, Stringam i in. 1974). Warstwa komorek palisadowych
gromadzi w sobie ligniny, celulozy, hemicelulozy, pektyny oraz pentozany
(Schirzadegan i Rdébbelen 1985). Obecnos¢ tych zwiazkéw w poekstrakcyjnej
srucie rzepakowej obniza strawnos¢ tej wysokobiatkowej, zawierajacej 41-49%
biatka paszy (Bengtsson 1985) i pogarsza jej wykorzystanie przez zwierzeta.
Formy zbttonasienne u Brassica, w poréwnaniu do form czarnonasiennych
charakteryzuja sie ciensza warstwa komorek palisadowych. Dzieki temu formy
z6ttonasienne charakteryzuja sie obnizona zawartoscia niepozadanego w paszy
wiokna, a uzyskiwana z nich $ruta poekstrakcyjna jest lepiej wykorzystywana
przez zwierzeta (Bell i Shires 1982). Nasiona rzepaku sa niewielkie (masa 100
nasion wynosi 4-5 g), dlatego wyzej opisane zmiany w budowie okrywy nasiennej
powoduja, iz zarodki, w ktorych gtdwnie zgromadzone sa ttuszcz i biatko, stanowia
wtedy proporcjonalnie wigksza czes¢ masy nasiona. Prace majace na celu porow-
nanie zawartosci ttuszczu i biatka u form zotto- i czarnonasiennych w obrgbie
rodzaju Brassica prowadzili:

— dla B. napus — Shirzadegan i Rébbelen (1985), Liu i in. (1991), Rashid i in.

(1994);

— dla B. rapa — Jonsson i Bengtsson (1970), Stringam i in. (1974), Theander

i in. (1977), Hutcheson (1984), Daun i DeClerq (1988);

— dla B. carinata — Woods (1980);
— dlaB. juncea — Getinet (1986).

Badania tych autoréw dowiodty, ze jasne nasiona u gatunkéw z rodzaju
Brassica, w poréwnaniu do ciemnych, zawieraja $rednio o okoto 2% oleju i 1%
biatka wiccej.

Opisane wyzej zalety form zo6ttonasiennych — obnizona zawartos¢ widkna przy
jednoczesnym podwyzszeniu zawartosci biatka i ttuszczu w nasionach — wzbu-
dzaja niemate zainteresowanie hodowcow dazacych do wprowadzenia zottonasien-
nosci u rzepaku (B. napus). W przeciwienstwie do rzepaku, znane sa z6ttonasienne
formy B. rapa, B. juncea oraz B. carinata (Liu i in. 1991). W 1929 r. Morinaga na
podstawie obserwacji cytologicznych sformutowat teorie o amfidiploidalnej natu-
rze rzepaku, wedtug ktdrej rzepak jest naturalnym, migdzygatunkowym mieszan-
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cem (o poziomie ploidalnosci 2n = 4x = 38) powstalym przez skrzyzowanie sSie
rzepiku (B. rapa) oraz kapusty (B. oleracea). Teoria ta znalazta potwierdzenie
w wynikach prac U (1935), ktéry na podstawie analizy chromosomoéw okreslit
pokrewienstwo pomiedzy gatunkami Brassica.

Genomowe powiazania pomiedzy réznymi gatunkami z rodzaju Brassica oraz
amfidiploidalna natura rzepaku stwarzaja mozliwos¢ przeniesienia wielu cech, w tym
z6ttonasiennosci, do rzepaku na drodze krzyzowan z innymi gatunkami, wsrdd
ktorych ta cecha wystepuje. Cel ten moze by¢ realizowany poprzez tzw. resynteze
rzepaku, czyli krzyzowanie gatunkéw, z ktorych filogenetycznie powstat rzepak.

Resynteza B. napus, z wykorzystaniem form rodzicielskich o pozadanych
cechach umozliwita juz wprowadzenie do tego gatunku cechy wczesnosci (Akbar
1987), obnizenie zawartosci kwasu linolenowego w nasionach (Heath i Earle 1997)
oraz wprowadzenie tolerancji na atrazyny (Journdan i in. 1989). Resynteza rzepaku
(B. napus AACC = 38) z wykorzystaniem zéttonasiennych form rodzicielskich jest
jednak ograniczona z uwagi na brak zéttonasiennych genotypow w gatunku
B. oleracea (od ktérego pochodzi genom C). Bechyne (1987) krzyzujac zottona-
sienny rzepik (odm. Yellow Sarson) z czarnonasienna kapusta (var. acephala)
otrzymat zaledwie jedna rosling o posrednim zabarwieniu nasion pomigdzy formami
rodzicielskimi. Podobne wyniki uzyskat Chen i in. (1988) krzyzujac brazowona-
sienna B. oleracea z zo6ttonasiennymi formami B. rapa. Chen i in. (1988) sugeruja,
ze etapem posrednim na drodze do otrzymania zottonasiennego rzepaku mogtoby
by¢ wyprowadzenie zéttonasiennego genotypu B. oleracea.

Innym sposobem stosowanym w celu wprowadzenia cechy zottonasiennosci
jest krzyzowanie rzepaku z réznymi formami zo6ttonasiennymi Brassica, o roznym
poziomie ploidalnosci, czyli tzw. krzyzowanie oddalone. Wielu badaczy prébo-
wato uzyskaé zéttonasienne formy rzepaku w ten sposéb. Zaman (1989) przepro-
wadzit doswiadczenie, ktérego jednym z celéw byto uzyskanie zottonasiennego
rzepaku na drodze krzyzowan B. napus z innymi gatunkami Brassica. Poprzez dobor
do krzyzowan form zéttonasiennych i pdzniejsza selekcje uzyskat rzepak o barwie
nasion od brazowej do czg$ciowo z6éttej. Rashid i in. (1994) wykonali szereg
krzyzowan rzepaku z gorczyca etiopska i gorczyca sarepska, majacych na celu
potaczenie genomu A pochodzacego z B. juncea (AABB) oraz genomu C pocho-
dzacego z B. carinata (BBCC). Po serii krzyzowan wstecznych z B. napus badacze
ci uzyskali w pokoleniu F, 91 roslin zéttonasiennych, sposrod wszystkich uzyska-
nych 4858 roslin. Liu (1983) oraz Liu i Gao (1987) uzyskali z6ttonasienny rzepak
droga krzyzowan jasnonasiennej linii B. napus z B. rapa ssp. chinensis, jednak
otrzymana linia charakteryzowata si¢ niepetna z0tta barwa i niestabilnoscia tej cechy
w kolejnych generacjach. Shirzadegan i Robbelen (1985) oraz Baetzel i in. (1999)
donosza 0 uzyskaniu zottonasiennego rzepaku droga krzyzowan jasnonasiennej
linii B. oleracea i zbttonasiennego B. rapa. Rashid i in. (1994) otrzymali zotto-
nasienne rosliny z krzyzowan oddalonych [(B. napus x B. juncea) x B. napus] x
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[(B. napus x B. carinata) x B. napus], przy czym zauwazono wptyw temperatury
na pojawianie si¢ zOtego zabarwienia nasion w pokoleniu mieszancowym.

Krzyzowania migdzygatunkowe umozliwiaja wprowadzenie wielu pozadanych
cech gospodarczych z form dzikich do roslin uprawnych. Pomimo potencjalnych
mozliwosci, jakie niosa ze soba krzyzowania oddalone, niezgodnosé¢ miedzy krzy-
zowanymi gatunkami czegsto uniemozliwia efektywne krzyzowanie i tym samym
powstanie mieszancow wartosciowych ze wzgledu na kombinacjg cech wystgpu-
jacych u rodzicdw. Niezgodnos¢ miedzygatunkowa moze sie ujawni¢ w réznych
stadiach cyklu rozmnazania. Dlatego wyodrebnia sie dwie grupy barier uniemozli-
wiajacych lub w znacznym stopniu utrudniajacych krzyzowanie migdzygatunkowe.
Pierwsza, zaliczana do barier prezygotycznych, uniemozliwia dotarcie tagiewki do
woreczka zalazkowego (dziatanie tych barier moze by¢ spowodowane przyczy-
nami genetyczno-fizjologicznymi oraz morfologicznymi). Do drugiej grupy barier,
nazywanych postzygotycznymi, zalicza si¢ wszystkie zaktocenia, ktore zachodza
w okresie od zaptodnienia do powstania dojrzatego zarodka. Z badan przeprowa-
dzonych przez Hakanson’a (1956), Olsson’a (1960), Inomate (1967) oraz Woijcie-
chowskiego (1985) wynika, iz najczestsza przyczyna zamierania zarodkdw mie-
szancowych w obrebie Brasicaceae jest nieprawidlowy rozwdj bielma. Innym
zaburzeniem postzygotycznym opisanym przez Wojciechowskiego (1985) jest nad-
mierny przerost tkanki somatycznej (hyperlasis), ktéra odcina doptyw substancji
dla rozwijajacego si¢ zarodka. Zarodek pozbawiony substancji odzywczych dostar-
czanych przez bielmo i tkanki macierzyste ma szanse dalszego rozwoju jedynie
przy wykorzystaniu kultur in vitro, na sztucznym podtozu zawierajacym niezbgdne
sktadniki pokarmowe. Metoda stosowana w celu podniesienia efektywnosci
krzyzowan oddalonych sa kultury in vitro niedojrzatych zarodkéw. Pionierem kultur
zarodkéw mieszancowych roslinnych u Brassica byt Karpechenko (1924), ktory
otrzymat miedzyrodzajowego mieszanca pomiedzy Raphanus sativus i Brassica
oleracea. Kultury zarodkowe znalazty zastosowanie w resyntezie rzepaku na
drodze krzyzowan B. rapa i B. oleracea (Olsson i Ellerstrom 1980, Wojciechowski
1985, Chen i in. 1988, Ozminkowski i Journdan 1994). Od tego czasu obserwuje si¢
czesto wykorzystanie kultur zarodkowych w krzyzowaniach oddalonych.

W niniejszej pracy analizowano efektywnos¢ kultur in vitro zarodkow
uzyskanych poprzez kontrolowane zapylenie mgskosterylnej formy rzepaku jarego
z6ttonasiennymi formami rzepiku, gorczycy sarepskiej i gorczycy etiopskiej.

Na tle wszystkich przeprowadzonych kombinacji krzyzéwkowych, jedyna
z ktérej uzyskano zregenerowane w kulturach in vitro rosliny byly krzyzowania
B. napus z B. rapa. Ogotem z tej kombinacji otrzymano 84 rosliny z 1001
izolowanych zarodkéw (efektywno$é 8,39%). Sposrod wszystkich form rzepiku
uzytych w doswiadczeniu jako komponenty zapylajace, najwicksza efektywnosé
regeneracji zarodkéw w kulturach in vitro stwierdzono dla genotypu B. rapa 2244/01
— 30 zregenerowanych roslin z 227 izolowanych zarodkow (efektywnos¢ 13,22%).
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Wysoka zdolnosé regeneracyjna zarodkéw mieszancowych B. napus % B. rapa za-
obserwowali takze Wojciechowski i Lewandowska (2006). Stosujac kultury zarod-
kowe uzyskali ze 180 izolowanych zarodkéw 86 zregenerowanych roslin, co daje
efektywnos¢ 47,77%.

W niniejszej pracy, stosujac pozywke MS o stezeniu sacharozy 2%, nie udato
si¢ otrzymac¢ roslin z zarodkow z kombinacji B. napus x B. carinata. Natomiast
Szestowicka (1995) dla tej kombinacji, stosujac pozywke B5 zawierajaca 10%
stezenie sacharozy, uzyskata 10% efektywnos¢ kultur zarodkowych. Zastosowanie
innej pozywkKi oraz innego stezenia sacharozy mogto by¢ przyczyna innej wydaj-
nosci regeneracji w badanej kombinacji.

W prezentowanej pracy wyizolowano na pozywki in vitro 808 zarodkdw
pochodzacych z krzyzowan B. napus z czterema genotypami B. juncea. Jednakze
i w tej kombinacji krzyzowkowej kultury zarodkowe okazaty si¢ catkowicie
nieefektywne. Natomiast Zhang i in. (2003), stosujac kultury in vitro w hodowli
zarodkow mieszancowych B. napus x B. juncea, donosza o regeneracji zarodkow
z efektywnoscia 7,55% oraz dodaja, ze krzyzowanie zwrotne B. juncea % B. napus
cechowato si¢ wyzsza efektywnoscia. Przyczyna osiagnigcia takich wynikdw przez
tych autor6w moze by¢ uzyty genotyp badz zastosowanie w pozywce wyzszego
stezenia hormondw roslinnych NAA i BAP (odpowiednio 0,3 i 2,0 mg/l) w pozywce
hodowlanej MSy niz stezenie podawane przez Keller’a (1977) (odpowiednio 0,02
i 1,13 mg/l), ktére zastosowano w prezentowanej pracy.

Liczba zregenerowanych w kulturach in vitro roslin, z uwzglednieniem czasu
od zapylenia krzyzowego, po ktérym izolowano zarodki, wydaje sie przypadkowa.
Nie mozna przedstawi¢ prawidtowosci, ktdra wskazywataby jednoznacznie, po
jakim czasie od zapylenia nalezatoby przeprowadza¢ izolacje, aby osiagna¢ opty-
malna efektywnos¢ kultur in vitro zarodkéw. Zhang i in. (2003) zauwazyli, ze
prowadzone przez nich kultury zarodkéw mieszancowych B. napus % B. juncea
cechowaly si¢ lepsza regeneracja bezposrednia w przypadku, gdy zarodki byty
izolowane w 15 dniu po zapyleniu. Natomiast izolacja zarodkéw w 10 dniu po
zapyleniu prowadzita do wytwarzania kalusa przez zarodki. Momotaz i in. (1998)
inkubowali zalazki pochodzace z krzyzowan pomiedzy roznymi gatunkami
Brassica i Sinapis pomiedzy 15 a 20 dniem po zapyleniu. Chen i Wojciechowski
(2000) jednoznacznie stwierdzili, iz izolacje zarodkéw mieszancowych nalezy
przeprowadzi¢ zanim zalazki zaczna degenerowaé¢ wewnatrz tuszczyny z powodu
braku prawidtowego rozwoju bielma.
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Whioski

1. Wykorzystujac kultury izolowanych zarodkéw, rosliny mieszancowe uzyskano
jedynie z kombinacji krzyzéwkowych B. napus z genotypami B. rapa.

2. Najwyzsza efektywnos¢ kultur zarodkowych mieszancéw B. napus x B. rapa
byla dla B. rapa 2244/01 oraz dla odmiany Indus i wynosita odpowiednio
13,221 11,05%.
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