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Doswiadczenie zatozono w 2005 r. na polach do§wiadczalnych — Poznan, Dton i w warunkach
szklarniowych. W prezentowanej pracy analizowano tylko mieszance F, z krzyzowania MS-8
B. napus x B. carinata, gdyz w jednej z trzech lokalizacji (pole w Poznaniu) roéliny mieszancowe
byty catkowicie porazone przez fitoplazmy. U tych ro$lin oraz u form wyjsciowych analizowano
procesy mikro- i makrosporogenezy.

Morfotyp roslin pokolenia F; w stadium rozety w niektorych przypadkach byt podobny do roslin
matecznych, a w innych byt posredni pomigdzy roslinami rodzicielskimi. W fazie kwitnienia réznice
pomigdzy mieszancami byly mniejsze i byly one bardziej podobne do ro$liny mateczne;j.

Wszystkie mieszance byly megskosterylne (podobnie jak forma mateczna), a ich kwiaty byty po-
$rednie pomigdzy formami wyjsciowymi. Glowna przyczyna sterylnosci pylku byly zaburzenia
wystepujace w mejozie i podczas rozwoju tapetum.

Roéliny zainfekowane fitoplazmami wykazywaty bardzo duza deformacj¢ kwiatow. Stupki posia-
daly znamiona podzielone na 2-3 czg$ci. Ptatki korony i dziatki kielicha byly zdeformowane i zabar-
wione na kolor zielony. W komorach pylnikowych ksztattowal si¢ archespor, ktérego komorki
w wigkszosci przypadkow nie wehodzity w proces mejozy. Powstate po mejozie ziarna pytku zamieraly.
Przyczyna tego zamierania byto zbyt stabo rozwinigte tapetum. W zalazkach obserwowano jedynie
komorki archesporialne, ktore nie podejmowaty mejozy.
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The experiment was settled in 2005 in the field in two different locations (Poznan and Dton) and
in greenhouse conditions. In this paper only F; plants from the crossing MS-8 B. napus x B. carinata
were analysed because they were completely infected with phytoplasmas in one of three locations (in
the field in Poznan). In these plants and in initial forms micro- and macrosporegenesis were analysed.
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The morphology of F; plants at the rosette stage was in some cases similar to the paternal czy
parental? forms and in some cases it was intermediate between parents. The differences between
particular hybrids were lower at flowering stage and they were more similar to maternal form.

All interspecific hybrids were male sterile and their flowers were smaller compared to parental
forms. The main reason of pollen sterility were disturbances in meiosis and during tapetum
development.

All plants infected by phytoplasmas showed big malformation of flowers. The pistils had stigmas
divided into 2-3 parts. The sepals and petals were green and their shape was deformed. In the anther
chamber there was normal archespor but after meiosis the pollen grains were aborted. The reason of
that abortion was not sufficient development of tapetum. In the ovules only archespor cell was
observed and there were no meiotic divisions.

Wstep

Wazrastajace wymagania rynku konsumenckiego stawiaja przed hodowcami
roslin ciagle nowe wyzwania. Sprosta¢ tym wyzwaniom mozna poprzez kreowanie
nowych, lepszych odmian roslin uprawnych. Tworzenie nowych odmian opiera si¢
w gltownej mierze na korzystaniu z szeroko rozumianej genetycznej zmiennosci
cech. Im wigksza jest ta zmienno$¢, tym latwiej mozna osiagnaé zakladane cele
hodowlane. Zakres zmiennosci cech mozna zwigksza¢ miedzy innymi poprzez muta-
geneze 1 krzyzowanie. W przypadku wielu gatunkow ro$lin, w tym migdzy innymi
rzepaku (B. napus), krzyzowanie wewnatrzgatunkowe nie wystarcza, aby stworzy¢
genotyp lepszy od tego, ktory juz znajduje si¢ w uprawie. Z tego powodu obser-
wuje si¢ rosnace zainteresowanie pracami genetyczno-hodowlanymi nad uzyskaniem
mieszancow oddalonych, bedacych cennym materialem wyjsciowym dla hodowli
ro$lin.

Hodowla rzepaku ozimego nie skupia si¢ jedynie na poprawie plonowania.
Znaczaca rolg odgrywa rowniez poszerzenie mozliwosci wykorzystania nasion
poprzez modyfikacje sktadu kwasow thuszczowych i obnizenie zawarto$ci zwiaz-
kow antyzywieniowych. Wazny przedmiot badan stanowi obnizanie zawartos$ci
wlokna surowego w okrywie nasiennej, dzigki czemu mozna uzyska¢ wzrost
zawarto$ci oleju i biatka w nasionach. Te cechy zwiazane sa z zottym kolorem
nasion, ktory wystepuje naturalnie u wielu gatunkéw z rodzaju Brassica, lecz nie
u B. napus. Gléwnym sposobem przeniesienia tej cechy do rzepaku moze byc¢
krzyzowanie oddalone rzepaku z gatunkami o zottym lub brazowym zabarwieniu
nasion (Chen i in. 1988, Rahman i in.2001, Ochodzki i Piotrowska 2002).

Tego typu krzyzowania rozpoczeto w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin
Akademii Rolniczej w Poznaniu w 2004 roku. Wykonane krzyzowania pomigdzy
otrzymang w Katedrze meskosterylng linia rzepaku ozimego MS-8 a czterema
gatunkami Brassica o zottych i brazowych nasionach, tj. B. campestris ssp. sarson,
B. campestris ssp. pekinensis, B. carinata i B. hirta (S. alba) umozliwity otrzyma-
nie mieszancow z trzech sposrod czterech kombinacji krzyzowan. Mieszancow nie
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otrzymano w przypadku, gdy forme ojcowska stanowita B. hirta (Wojciechowski,
Lewandowska 2006).

W zwiazku z tym, ze jedynie ros$liny mieszancowe powstate w wyniku krzy-
zowania B. napus var. oleifera z B. carinata cechowaly si¢ catkowitym porazeniem
przez fitoplazmy w jednej z trzech lokalizacji eksperymentu, w prezentowanej
pracy oceniano cechy morfologiczne oraz przebieg mikro- i makrosporogenezy
u oddalonych mieszancéw pokolenia F; powstatych w wyniku tego krzyZzowania,
w pordéwnaniu z formami wyjsciowymi.

Material roslinny i metodyka pracy

Material, ktory postuzyt do badan stanowily mieszance pokolenia F; jednej
sposrod trzech kombinacji krzyzowan oddalonych w rodzaju Brassica, z ktorych
otrzymano nasiona, tj. MS-8 B. napus var. oleifera f. biennis (meskosterylna linia
rzepaku ozimego MS-8, 2n = AACC = 38) x B. carinata (gorczyca etiopska, 2n =
BBCC = 34). Powodem wykonania doktadniejszych obserwacji mieszancow z tej
kombinacji krzyzowania bylo ich catkowite porazenie przez fitoplazmy w jednej
z trzech lokalizacji eksperymentu. Mieszance z pozostalych dwoch kombinacji
krzyzowan, tj. MS-8 B. napus x B. campestris ssp. sarson (zottonasienny rzepik
jary, 2n = AA = 20) i MS-8 B. napus x B. campestris ssp. pekinensis (kapusta
pekinska, 2n = AA = 20) byly catkowicie wolne od fitoplazm.

Meskosterylna linia MS-8 zostata wyselekcjonowana w Katedrze Genetyki
i Hodowli Roslin AR w Poznaniu w pokoleniu Fg migdzygatunkowych mieszancow
powstatych z krzyzowania B. oleracea var. gemmifera L. (brukselka) z B. campestris
ssp. chinensis (kapusta chinska) (Wojciechowski 1993). Pozostate gatunki uzyte
do krzyzowania otrzymano z banku genéw Horticulture Research International
w Wellsbourne, Anglia.

Eksperyment zatozono w 2005 roku na polu doswiadczalnym Katedry Genetyki
i Hodowli Roslin w dwoch lokalizacjach: na Sotaczu w Poznaniu i w Rolniczym
Gospodarstwie Doswiadczalnym Dton oraz w warunkach szklarniowych.

Z kombinacji krzyzowania linii MS-8 B. napus x B. carinata analizowano 15
potomstw mieszancowych, ktore powstaty w wyniku zapylania 15 roslin linii MS-8
pytkiem roslin B. carinata. Kazde mieszancowe potomstwo F; reprezentowane
bylo przez minimum 30 roslin w kazdej z trzech lokalizacji. Nasiona siano do doni-
czek w szklarni i cze$¢ roslin w fazie trzech lisci wysadzono na poletkach doswiad-
czalnych Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Akademii Rolniczej w Poznaniu
i w RGD Dlon, w rozstawie 35 cm migdzy rzgdami. W Poznaniu do$wiadczenie
zatozono na glebie ptowej, klasy bonitacyjnej IlIb kompleksu zytniego dobrego,
a w Dloni na glebie ptowej, klasy bonitacyjnej II kompleksu pszennego dobrego.
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W szklarni ro$liny rosty w doniczkach na podtozu ogrodniczym (mieszanina torfu

1 ziemi uprawnej w stosunku 1 : 1).

W catym cyklu badawczym wykonano obserwacje dotyczace oceny:

1) cech morfologicznych roslin w stadium rozety,

2) cech morfologicznych roslin w stadium kwitnienia,

3) procesu mitozy,

4) procesu mikro- i makrosporogenezy oraz analizy zmian morfologiczno-roz-
wojowych kwiatow ro$lin zaatakowanych przez fitoplazmy w oparciu o metode
parafinowa.

Podczas obserwacji cech morfologicznych roslin F; w stadium rozety analizo-
wano: kolor lisci, stopien ich owlosienia, stopien pokrycia liscia warstwa woskowa,
obecnos¢ lub brak migedzywezli i przebarwien antocyjanowych. Okreslano podo-
bienstwo roslin mieszancowych do rodzicow oraz segregacje cech wewnatrz kazdej
kombinacji. Obserwacje te wykonano metoda opisowa. Obserwacje cech morfolo-
gicznych roslin w stadium kwitnienia obejmowaty charakterystyke morfologiczna
kwiatow: dlugos¢ i szerokos¢ ptatkoéw korony, dhugos¢ czterech wigkszych precikow
i stupka, kolor ptatkow korony. Obserwacje wykonano na ro$linach pokolenia F,
oraz na formach rodzicielskich, mierzac po 5 losowo wybranych kwiatow z kazde;j
rosliny.

Do analizy procesu mitozy pobrano korzonki z 3 ro$lin z kazdego potomstwa.
Korzonki pobierano bezposrednio z doniczek i umieszczano w probdéwkach z lodo-
watag woda na 8 godzin i nastgpnie utrwalono w zmodyfikowanym utrwalaczu
Carnoya (6:3:1). Preparaty wykonano zmodyfikowana metoda nigrozynowa.
Maceracje wykonano w mieszaninie 95% alkoholu etylowego i st¢zonego HCI
w stosunku 2 : 1, przez 10—15 minut. Nastgpnie korzonki ptukano w lodowate;j
wodzie destylowanej przez 30 minut i barwiono przez 1 minutg¢ w kropli 4% nigro-
zyny rozpuszczonej w alkoholu (Wojciechowski — nie publikowane).

W celu analizy procesu mejozy u roslin pokolenia F; pobrano paki kwiatowe
z 3 losowo wybranych roslin z kazdego potomstwa, od najmniejszego do najwick-
szego 1 utrwalono je w zmodyfikowanym utrwalaczu Carnoya (6 : 3 : 1). Preparaty
rozmazowe wykonano wedlug metody orceinowej (Filutowicz, Kuzdowicz 1951).
Analizujac proces mejozy zwracano uwage na wystegpowanie lub brak zaburzen,
ich rodzaj w poszczegdlnych stadiach mejotycznych oraz cechy morfologiczno-
rozwojowe komorek tapetum.

Zmiany morfologiczno-rozwojowe kwiatéw roslin zainfekowanych przez fito-
plazmy analizowano w oparciu o zmodyfikowana metod¢ parafinowa (Filutowicz,
Kuzdowicz 1951, Wojciechowski 1985). W tym celu pobrano znieksztatcone paki
kwiatowe z 10 roslin z kazdego potomstwa mieszancowego oraz jako kontrole paki
bez znieksztalcen z 3 roslin mieszancowych tej samej kombinacji, 3 ro$lin linii
matecznej (MS-8) 1 3 roslin B. napus Lisek. Do wykonania trwalych preparatow
wybrano po 5 pakow z kazdej rosliny, od najmniejszego — (dtugo$¢ 2 mm), po-
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przez posrednie (3, 4, i 5 mm dlugosci) do najwigkszego (paki o pekajacych dziat-
kach kielicha). Obiekty zatopione w parafinie (62°C), po odpowiednim ulozeniu
i uformowaniu bloczka cigto na mikrotomie, na skrawki grubosci 9 um w przypadku
pakow matych (2 i 3 mm paki) i 12 um w przypadku pakow wigkszych.

Analizujac trwate preparaty zwracano szczegdlng uwage na:
— proporcje dtugosci szyjki stupka do dtugosci zalazni,
— cechy morfologiczne znamienia stupka (znamig catkowite czy podzielone),
— liczbe zalazkow,
— proces mikro- i makrosporogenezy,
— cechy morfologiczno-rozwojowe komorek tapetum.

Wyniki

Charakterystyka cech morfologicznych roslin mieszancowych pokolenia F,
MS-8 B. napus x B. carinata w stadium rozety

Analize¢ cech morfologicznych wykonano na 461 roslinach pochodzacych
z 15 potomstw mieszancowych. Wszystkie rosliny mieszancowe z tej kombinacji
krzyzowania charakteryzowatly si¢ wystgpowaniem antocyjanowych (fioletowych)
przebarwien w dolnej czgsci todygi i na nowo wyrastajacych lisciach. Pod wzgle-
dem tej cechy cate pokolenie mieszancéw F; podobne byto do formy ojcowskie;j.
Rosliny wewnatrz 9 potomstw nie r6znily si¢ od siebie, ich liScie byly ogonkowe,
pierzastosieczne, miaty kolor ciemnozielony, gruby woskowy nalot i brak owlosienia,
czym upodobnily si¢ do formy matecznej. Mieszance w pozostatych 6 potomstwach
roznily si¢ miedzy soba. Cze$¢ z nich miata jasnozielone liScie, ciensza okrywe
woskowa 1 lekkie owtosienie, co $wiadczylo o ich mieszancowej naturze. Wazna
cecha, ktora ujawnita si¢ wsrdd roslin 9 potomstw bylo wystepowanie wyraznych
migdzywezli, tworzacych lodyge nadliscieniowa.

Charakterystyka cech morfologicznych roslin mieszancowych pokolenia F;
MS-8 B. napus x B. carinata w fazie kwitnienia

Rosliny mieszancowe pokolenia F; w fazie kwitnienia pod wzgledem morfo-
typu byly bardziej zblizone do formy matecznej (B. napus). Wsrdd roslin mieszan-
cowych w tej fazie nieznacznie uwidocznity si¢ cechy odziedziczone po formie
ojcowskiej (barwa blaszki lisciowej i obecno$¢ wloskow na lisciach). Stad tez
doktadniejsze obserwacje dotyczytly kwiatow.

Wymiary ptatkoéw korony i precikowia wskazuja na to, ze kwiaty mieszancow
byly wyraznie zredukowane. Platki korony roslin F; byty krotsze i wezsze, w po-
rownaniu z kwiatami form rodzicielskch (tab. 1). Dlugo$¢ nitki pylnika byta
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posrednia pomigdzy MS-8 a B. carinata, ale $rednia dlugo$¢ pylnika i stupka
u mieszancow byla taka sama jak u ich formy matecznej (tab. 2). Kolor kwiatow
byt zo6tty, wszystkie rosliny byty meskosterylne.

Tabela 1
Wymiary ptatkéw korony ro$lin pokolenia F; MS-8 B. napus x B. carinata nie porazonych
fitoplazmami i gatunkéw rodzicielskich — Size of corolla petals of F; progeny MS-8
B. napus x B. carinata not infected with phytoplazmas and parental species [mm]

Ptatki korony — Corolla petals Dhugosé x

Obiekt dhugosé — length szerokosé — width szerokos¢

Item - - Length x
$rednia min max $rednia min max width

mean mean
MS-8 13,9 13,1 14,7 6,7 6,1 7,5 93,1
B. carinata 15,3 14,6 15,8 7,1 6,8 8,3 108,6
B. napus Lisek 15,1 12,9 18,2 8,2 6,7 10,1 123,8
MS-8 x B. carinata 11,8 7,0 17,0 5,4 3,0 7,0 63,7
NIR — LSD g5 1,6 0,76 15,04
Tabela 2

Wymiary precikowia i shupkowia roslin pokolenia F| nie porazonych fitoplazmami i gatunkéw
rodzicielskich — Size of anthers and pistils of F; progeny MS-8 B. napus x B. carinata
not infected with phytoplazmas and parental species [mm]

Precik — Stamen Stuvek __ Pistil Stosunek
. - upek — Pisti recik/
Obiekt nitka — filament | pylnik — anther plq K
Item razem stupe
$rednia min max $rednia min max | total $rednia min  max _Sta_men{
mean mean mean pistil ratio
MS-8 35 32 38| 12 1,0 16| 47 | 92 88 111 0,51
B. carinata 72 68 79| 1,6 15 19| 88 | 87 83 125 1,01
B. napus Lisek 84 7,6 89| 1,7 14 18] 10,1 | 102 8,0 13,1 0,99
MS-8 50 32 81| 12 08 15|63 | 97 50 150 065
x B. carinata
NIR — LSD 05| 2,14 0,25 2,38 | 0,49 0,24

Obserwacje procesu mejozy u mieszancéw pokolenia F,

W procesach mejotycznych roslin mieszancowych pokolenia F; wystapity
réznego rodzaju zaburzenia. Powszechnym zjawiskiem byt brak synchronizacji
podziatow, ktory zaobserwowano u roslin mieszancowych. Profaza I mejozy gene-
ralnie przebiegata prawidlowo, jedynie widoczne bylo wciaz dzielace si¢ komorki
tapetum. W metafazie [ u znacznej czgsci badanych obiektow z kombinacji MS-8
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B. napus x B. carinata zaobserwowano od 2 do 5 chromosoméw, ktore nie zostaly
wlaczone w plytke metafazalna (fot. 1). W kilku komodrkach archesporialnych
ro$lin tej kombinacji zaobserwowano multiwalenty.

W komorkach bedacych w anafazie I mejozy u potowy przebadanych roslin
MS-8 x B. carinata wystepowaty mosty anafazalne (od 1 do 2) (fot. 2) oraz
opoznione chromosomy. Tkanka tapetum w tej fazie procesu mejotycznego byta
dwujadrowa. Telofaza I przebiegata prawidlowo u wigkszosci zbadanych roslin
i jedynie u 30% analizowanych roslin zauwazono w niektorych komorkach od 2 do
6 op6znionych chromosomow.

Metafaza II i anafaza II nie przebiegata prawidtowo u wigkszos$ci roslin mie-
szancowych 1 mozna bylo dostrzec chromosomy poza plytka metafazalng (fot. 3)
oraz mosty i opéznione chromosomy w anafazie (fot. 4). U potowy analizowanych
roslin kombinacji MS-8 x B. carinata zaobserwowano komorki w telofazie 11 me-
jozy, w ktorych od 1 do 4 chromosomow byto opdznionych. Bardzo powszechnym
zjawiskiem bylo wystepowanie w tetradach od 1 do 3 mikrojader. Zaobserwowano
réwniez pentady, ktore tworzyly 4 mikrospory normalnej wielkosci i 1 mikrojadro
lub 3 mikrospory normalnej wielkosci i 2 mikrojadra (fot. 5, 6), a takze heksady,
w sktad ktoérych wchodzily 2 mikrojadra i 4 mikrospory normalnej wielkosci. Po
rozpadzie tetrad, pentad oraz heksad widoczne byly ziarna pylku réznej wielkosci.
W pylnikach z najwigkszych pakow kwiatowych widoczne byly degenerujace
mikrospory (tuz po rozpadzie tetrad) lub ziarna pytku. W tych pylnikach ilo$¢
tkanki tapetum byla znikoma, a komorki tapetum byly zdeformowane.

Obserwacje procesu mitozy u mieszancéw pokolenia F,

Proces mitozy u roslin mieszancowych pokolenia F; przebiegal w duzym stopniu
prawidtowo i jedynie w kilku komoérkach obserwowano niewielkie zaburzenia.
Podczas analizy procesu mitozy u roslin z kombinacji MS-8 B. napus % B. carinata
zaobserwowano w kilku komorkach dwa chromosomy, ktore nie zostaly wiaczone
w plytke metafazalng. U analizowanych mieszancow liczba chromosoméw miescita
si¢ w zakresie od 35 do 37 chromosomow.

Analiza zmian morfologiczno-rozwojowych kwiatéw roslin
z kombinacji MS-8 x B. carinata zaatakowanych przez fitoplazmy

Znieksztatcone przez fitoplazmy kwiaty pojawily si¢ jedynie na wierzchot-
kach rozgatezien wszystkich roslin z kombinacji MS-8 x B. carinata, ale tylko
w jednej z trzech lokalizacji, tj. na polu doswiadczalnym w Poznaniu. W pozosta-
lych dwoch lokalizacjach, tj. w Dtoni i w szklarni Zadna z roslin mieszancowych,
jak 1 kontrolnych nie zostala porazona przez fitoplazmy. Kwiaty zaatakowanych
przez fitoplazmy roslin roznity si¢ morfologicznie od kwiatow roslin zdrowych.
Ptatki korony mialy posta¢ lisci, byty zielone, skorzaste, pokryte grubym wosko-
wym nalotem i bardzo szczelnie okrywaly wnetrze kwiatu (fot. 7).
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Stupki zdeformowanych kwiatéw byly ptaskie oraz wyraznie dtuzsze i szersze
w odroznieniu od stupkéw zdrowych roslin. Dhugosé szyjki stupka byta $rednio
sze$¢ razy mniejsza od dtugosci zalazni. Szyjki tych stlupkéw byly krotsze od
szyjek shupkoéw roslin kontrolnych B. napus i linii MS-8 oraz mieszancow MS-8 %
B. carinata (wolne od fitoplazm), w ktorych zalaznia shupka byta trzy razy dtuzsza
od jego szyjki. Znamig stupka kwiatoéw roslin kontrolnych byto catkowite lub lekko
podzielone (fot. 8, 9). Kwiaty zaatakowane przez fitoplazmy charakteryzowaty si¢
stupkiem o znamieniu glgboko podzielonym, wygladajacym jakby to byly dwa
oddzielne znamiona (fot. 10). U niektorych obiektow zaobserwowano znami¢ stupka
podzielone w dwdch miejscach, co nie zdarzato si¢ w kwiatach roslin kontrolnych.

Stupki roélin MS-8 x B. carinata zaatakowanych przez fitoplazmy byty czgsto
wygiete w liter¢ ,,C”, a ich wnetrze bylo zdeformowane, co uniemozliwiato
okreslenie liczby zalazkow. Bardzo powszechnym zjawiskiem bylo wystgpowanie
w pakach tych ro$lin dwoch lub trzech stupkéw. Jeden z nich mial prawidtowo
rozwini¢ta zalazni¢ z zalazkami, a pozostate najprawdopodobniej wyksztalcity si¢
z precikow, w ktorych na nitkach pylnikowych, zamiast pylnikow, powstaty
znamiona. Zaobserwowano w kilku obiektach dodatkowe stupki tworzace wiasne

Fot. 1-13. Podziat mejotyczny oraz deformacje kwiatow u migdzygatunkowych mieszancow F; MS-8

B. napus x B. carinata — Meiotic divisions and flower deformations in F, interspecific hybrids MS-8

B. napus x B. carinata

Fot. . Metafaza I — 5 chromosomdéw poza ptytka metafazalna — Metaphase | — 5 chromosomes
away from the metaphasal plate

Fot. 2. Anafaza I — mosty chromosomowe i opdznione chromosomy — Anaphase | — chromosome
bridge and lagging chromosomes

Fot. 3. Metafaza IT — 7 chromosoméw poza plytka metafazalng — Metaphase 1l — 7 chromosomes
away from the metaphasal plates

Fot. 4. Podzna anafaza II — opdznione chromosomy — Late anaphase Il — lagging chromosomes

Fot. 5. Mikrojadro w stadium tetrady — Micronucleus in tetrad stage

Fot. 6. Dwa mikrojadra w stadium tetrady — Two micronuclei in tetrad stage

Fot. 7. Zdeformowane przez fitoplazmy kwiaty roslin mieszancowych MS-8 B. napus x B. carinata

— Flowers of MS-8 B. napus x B. carinata hybrid plants deformed by phytoplasmas

Fot. 8. Przekrdj przez pak kwiatowy B. napus, roslina kontrolna — Section of B. napus flower bud,
control plant

Fot. 9. Znamig stupka u ro$liny kontrolnej B. napus — Pistil stigma of B. napus in control plant

Fot. 10. Podzielone znamig stupka u rosliny mieszancowej MS-8 B. napus x B. carinata porazonej
przez fitoplazmy — Divided stigma in MS-8 B. napus x B. carinata hybrid plant infected
with phytoplasmas

Fot. 11. Trzy stupki w jednym paku kwiatowym, na jednym ze stupkéw 2 znamiona, rolina mieszan-
cowa MS-8 B. napus x B. carinata zainfekowana fitoplazmami — Three pistils in one flower bud,
one pistil with two stigmas, MS-8 B. napus x B. carinata hybrid plant infected with phytoplasmas

Fot. 12. Tkanka archesporialna w fazie mejozy i tapetum u B. napus, roslina kontrolna — Archespor
tissue in meiosis and tapetum of B. napus, control plant

Fot. 13. Komorki archesporialne w réznych fazach podziatu mejotycznego, widoczne stabo wyksztalcone
tapetum u mieszanca MS-8 B. napus x B. carinata — Archespor cells in different meiotic
stages, visible weakly developed tapetum in MS-8 B. napus x B. carinata hybrid plant
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plansza 1
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zalazki (do 4 zalazkéw). Inna deformacja byto powstanie na jednym stupku dwaéch
odregbnych znamion, z ktérych jedno polozone bylo prawidtowo, a drugie umiesz-
czone bylo w potowie dlugosci stupka (fot. 11). W zalazni roslin kombinacji MS
B. napus x B. carinata porazonych przez fitoplazmy bylo $rednio 19 zalazkow,
czym nie roznity si¢ od roslin zdrowych tej samej kombinacji. U kontrolnych roslin
B. napus znajdowaly si¢ Srednio 22 zalazki w zalazni.

W pylnikach kontrolnych roslin B. napus tkanka tapetalna byta dwujadrowa,
dobrze wyksztalcona i rOwnomiernie otaczata cale wnetrze pylnika. Po prawidlowym
podziale mejotycznym komorek archesporialnych tworzyty si¢ mikrospory, ktore
dojrzewaty w ziarna pytku (fot. 12). U ro$lin z kombinacji MS-8 x B. carinata, bez
wzgledu na to, czy byly porazone przez fitoplazmy czy nie, wyrazne i prawidtowo
wyksztatcone tapetum wystepowato jedynie w najmniejszych pakach kwiatowych.
Im starsze paki, tym mniej bylto tkanki tapetum w pylnikach, stawata si¢ ona coraz
mniej wyrazna i przezroczysta (fot. 13). W pylnikach najwigkszych pakéw obser-
wowano catkowity brak tkanki tapetum i jednoczesnie degenerujace ziarna pytku.
W pylnikach roslin MS-8 x B. carinata zaatakowanych przez fitoplazmy komorki
archesporialne p6zniej wchodzily w fazg podziatéw mejotycznych, w porownaniu
z pylnikami ros$lin niezainfekowanych. U roslin zdrowych podziaty redukcyjne
tkanki archesporialnej mialy miejsce juz w najmniejszych pakach (2 mm dhugosci),
podczas gdy u porazonych roslin miato to miejsce dopiero w pakach dtugosci 3 mm.

W czasie, gdy w pylnikach kontrolnych roslin B. napus obserwowano niedoj-
rzate mikrospory (tuz po rozpadzie tetrad), sposrod komorek osrodka w zalazkach
wyodrgbnita si¢ jedna komorka archesporialna (fot. 14). Komorka ta zaczynata sig
dzieli¢ w momencie, gdy ziarna pytku w pylnikach uzyskaly juz dojrzatos¢ (fot. 15).
Z kolei przy tej samej wielkosci pakéw z roslin mieszancowych MS-8 x B. carinata
nie porazonych przez fitoplazmy w komorach pylnikowych obserwowano juz de-
generujace ziarna pytku, a w zalazkach wyodregbniata si¢ komorka archesporialna.
Podziatl tej komoérki przebiegat prawidtowo, jednak czasem odbiegatl od normal-
nego procesu. Komorka archesporialna najpierw dzielita si¢ mitotycznie tworzac
dwie komorki: wewngtrzng i przykrywkowa, otoczone warstwa komorek epider-
malnych (fot. 16). Nastgpnie komoérka wewngtrzna prawdopodobnie dzielita sig
mejotycznie, aby w koncowym etapie uformowaé tetrade (fot. 17) i po jej roz-
padzie z jednej z mikrospor wytworzy¢ woreczek zalazkowy (fot. 18). Tego typu
rozwoju makrospory nie zaobserwowano u mieszancowych roslin porazonych przez
fitoplazmy. U tych roslin stosunkowo rzadko powstawaty komorki archesporialne
w zalazkach 1 bardzo czesto komorki osrodka pozostawaly niezréznicowane. W cza-
sie, gdy wyodrgbniaty si¢ komorki archesporialne w zalazkach, mikrospory dege-
nerowaty bedac jeszcze w tetradach.
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Fot. 14-18. Makrosporogeneza u roslin kontrolnych B. napus i mieszancow MS-8 B. napus x B. carinata

nie porazonych przez fitoplazmy i porazonych fitoplazmami — Macrosporogenesis in B. napus

control plants and in MS-8 B. napus x B. carinata hybrid plants frez and infected with phytoplasmas

Fot. 14. Komorka archesporialna w zalazku u B. napus — Archespor cell in the ovule of B. napus

Fot. 15. Tetrada w zalazku u B. napus — Tetrad in B. napus ovule

Fot. 16. Komodrka wewngtrzna i komoérka przykrywkowa w zalazku mieszancoéw MS-8 B. napus
x B. carinata — Inner and parental cell in the ovule of MS-8 B. napus x B. carinata

Fot. 17. Tetrada w zalazku mieszanca MS B. napus x B. carinata wolnego od fitoplazm — Tetrad
in the ovule of MS-8 B. napus x B. carinata hybrid plant not infected with phytoplasmas

Fot. 18. Jednojadrowy woreczek zalazkowy w zalazku mieszancow MS-8 B. napus x B. carinata
wolnych od fitoplazm — One nuclear embryo sack in the ovule of MS-8 B. napus x B. carinata
hybrid plant not infected with phytoplasmas

Dyskusja

Wszystkie rosliny mieszancowe analizowanych potomstw wykazywaty meska
sterylno$¢. Platki kwiatow tych roslin byly wezsze i krotsze w porownaniu z mesko-
ptodnymi roslinami ojcowskimi. Stupki sterylnych kwiatow byly tej samej wiel-
kosci, co w kwiatach plodnych gatunkow uzytych do krzyzowania, natomiast preci-
kowie byto silnie zredukowane. Zredukowane preciki miaty krotka nitke precikowa
1 osiagaly zaledwie potowe dtugosci stupka. Poréwnywalny stosunek dlugosci preci-
kowia do dtugosci stupkowia zaobserwowata Bartkowiak-Broda (1991) w bada-
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niach nad meska nieplodnoscia u rzepaku. Pylniki sterylnych roslin byty stabo
wyksztatcone, stozkowate i u wszystkich analizowanych ro$lin nie wytwarzaty
pytku. W literaturze dostgpnej na ten temat przewazaja doniesienia, w ktorych autorzy
opisuja powszechnie wystepujace u roslin meskosterylnych wezsze ptatki korony
1 zredukowane precikowie w poréwnaniu z normalnymi (Ogura 1968, Shiga 1976,
Mackiewicz i in. 1978, Wojciechowski 1993).

Obserwacje cytologiczne pylnikéw réznych roslin MS wskazuja, ze zabu-
rzenia ujawniaja si¢ przede wszystkim w tapetum. Symptomami nienormalnego
rozwoju tapetum sa zaburzenia czasu naturalnej degeneracji polegajace badz to na
op6znionym, badz tez na przedwczesnym jego obumieraniu (Laser i Lersten 1972,
Bartkowiak-Broda 1991). Obserwacje procesu mikrosporogenezy u roslin mieszan-
cowych wskazuja na to, ze jedna z przyczyn ich meskiej nieptodnosci byta dege-
neracja tapetum przed dojrzeniem mikrospor. W pylnikach najmniejszych pakow
kwiatowych widoczne byly wyraznie wyksztalcone dwujadrowe komorki tapetum.
W pylnikach izolowanych z najwigkszych pakéw komorki tkanki odzywczej
mikrospor wystepowaly tylko sporadycznie i wykazywaty rozny stopien degene-
racji, podobnie jak wystgpujace tam mikrospory. Te obserwacje znalazty swoje
odbicie takze w analizowanych preparatach trwatych. Na przekrojach przez paki
kwiatowe obserwowano postepujaca redukcje warstwy tapetum, ktéra rozpoczy-
nala si¢ od momentu wytworzenia tetrad. Wedlug Bartkowiak-Broda (1991) meska
nieptodno$¢ typu CMS ogura jest wynikiem degeneracji tapetum i mikrospor.
Degeneracja ta zachodzi po stadium tetrad niezaleznie od warunkéw srodowisko-
wych, w ktorych rozwijaja si¢ rosliny megskonieptodne.

W prezentowanej pracy u mieszancoOw zaobserwowano nieprawidlowosci
w przebiegu mejozy, poczawszy od metafazy I az do wytworzenia si¢ spor. Czgsto
wystepujacym zaburzeniem, ktére potwierdzalo mieszancowy charakter roslin
wszystkich kombinacji krzyzowania byt brak synchronizacji faz podziatowych.
Podobne nieprawidtowos$ci zauwazyl Springer (2004) w badaniach nad mieszan-
cami z rodzaju Brassica. W jednym pylniku mozna byto dostrzec komorki bedace
w poczatkowym etapie mejozy oraz takie, w ktorych podziaty redukcyjne dobie-
galy konca. Nalezy zauwazy¢, ze w komorkach analizowanych roslin mieszanco-
wych oprocz genomow A i C wystepuje takze genom B z B. carinata. To moze
thumaczy¢ wigksze nasilenie anomalii w rozdziale chromosoméw tych roslin
w odroznieniu od roslin mieszancowych otrzymanych uprzednio z dwoch innych
kombinacji krzyzowania (Wojciechowski, Lewandowska 2006), ktore posiadaja
tylko genomy A i C. Choudhary i Joshi (1999) zauwazyli podobne nasilenie
anormalnych podzialdéw mejotycznych u mieszancow, ktore oprocz genomoéw A
i C posiadaty takze genom B. Wedlug wyzej wymienionych autorow i Olsson’a
(1960) takie nieprawidtowosci u mieszancow ABC wskazuja na wigksze pokre-
wienstwo genomu A do C niz do B.
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Zaburzeniem najczeSciej pojawiajacym si¢ w trakcie mejozy u analizowanych
mieszancOw byly opdznione chromosomy w metafazie I i I, anafazie I i II oraz
telofazie I 1 II. Wedlug Nwankiti (1970) op6znione chromosomy moga tworzy¢
mikrojadra lub aktywne bieguny. Prowadzi to do powstania komérek macierzys-
tych pytku z r6zna liczba spor. W prezentowanej pracy komorki macierzyste pytku
przybieraty formg tetrad, pentad, a nawet heksad. W takich uktadach mikrospor
znajdowato si¢ od 1 do 3 mikrojader.

W metafazie I mejozy u roslin mieszancowych zaobserwowano zjawisko
laczenia si¢ réznej liczby chromosoméw w jeden multiwalent. Jednak ze wzgledu
na niska jako$¢ obrazu mikroskopowego trudno bylo jednoznacznie okresli¢ ile
chromosoméw wchodzito w sktad danego multiwalentu. Nwankiti (1970) sadzi,
ze poliwalentne uktady chromosomow sa najbardziej odpowiedzialne za trudnosci
w rozchodzeniu si¢ chromosoméw w anafazie I i II, w wyniku czego moga powstac
aneuploidalne gamety. Wedlug Choudhary i Joshi (1999) pojawienie si¢ multi-
walentow jest atrybutem koniugacji chromosomoéow z genoméw A, B i C rodzaju
Brassica i $wiadczy o czesciowej homologii pomiedzy tymi genomami. Podobne
uktady chromosomow w badaniach nad mieszancami oddalonymi w obrgbie
rodzaju Brassica obserwowali takze Wojciechowski (1985), Kirti i in. (1995) oraz
Springer (2004).

Na wierzchotkach rozgalgzien cze¢sci roslin mieszancowych F, pojawily sig
zdeformowane kwiaty. Wedtug danych literaturowych owe znieksztatcenia sa wyni-
kiem bytujacych we floemie mikroorganizméw zwanych fitoplazmami (Kaminska
2004, Bertacini i in. 1998, Starzycki i Starzycka 2000). Fitoplazmy sa przyczyna
bardzo destrukcyjnych choréb u ponad 600 gatunkow roslin (Kaminska 2004).
U rzepaku ozimego porazenie przez fitoplazmy objawia si¢ karlowatoscia i miot-
lastym pokrojem roslin, poczerwienieniem, zzotknigciem lub chloroza lisci, zielo-
nymi ptatkami korony oraz rozlegtymi znieksztatceniami stupkow roslin (Bertacini
i in. 1998). U roslin mieszancowych w analizowanym do$wiadczeniu zmiany
morfologiczne obejmowaty tylko kwiaty. Platki korony byly zielone, skorzaste,
podobne do lisci, bardzo szczelnie obejmowaty caty kwiat. Lehmann i Skadow
(1971) okreslili zielone ptatki pojawiajace si¢ u rzepaku jako ewolucyjna regresje
czesci kwiatowych do lisci. Zdeformowane stupki byty plaskie, wyraznie dhuzsze
i szersze w odréznieniu od stupkdéw zdrowych roslin i przyjmowaly roézne ksztatty.
Zdeformowane kwiaty nie wigzaly tuszczyn. W zalazkach z tych kwiatow sposrod
komorek osrodka wyodrebniata si¢ komodrka macierzysta makrospory, ktéra nie
wchodzita w dalsze podziaty. Jest to dos¢ osobliwy przypadek, ktory dotychczas
nie zostat w literaturze opisany. Zdeformowane kwiaty wykazywaly meska steryl-
no$¢, podobnie jak u wszystkich badanych roslin mieszancowych. Jedyna roéznica
byt fakt, ze komorki archesporialne mikrospor po6zniej wchodzity w podziaty
mejotyczne niz miato to miejsce u mieszancoéw nie porazonych przez fitoplazmy.
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Wydaje sig, ze najbardziej istotny jest fakt, iz rosliny zainfekowane pojawity
sic w obrebie tylko jednej kombinacji krzyzowania MS-8 B. napus x B. carinata.
Sugeruje to genetyczne predyspozycje tej grupy roslin do porazenia przez fito-
plazmy, jednak ten poglad nie ma potwierdzenia w literaturze. Sposob zainfeko-
wania ro$lin kombinacji MS-8 B. napus x B. carinata przez wyzej wymienione
mikroorganizmy nie jest znany. W swych badaniach Starzycki i Starzycka (2000)
wykazali, ze fitoplazmy moga przenosi¢ si¢ wraz z materialem siewnym. Nie
znajduje to jednak potwierdzenia w prezentowanej pracy. Nasiona mieszancow
MS-8 B. napus x B. carinata zostaly wysiane w trzech miejscach: na poletku
doswiadczalnym AR w Poznaniu, na polu stacji doswiadczalnej AR w Dloni oraz
w szklarni AR w Poznaniu. Tylko rosliny rosnace na poletku do§wiadczalnym AR
w Poznaniu ulegly porazeniu przez fitoplazmy. Moze to oznaczaé, ze wlasnie
w tym miejscu byty najmniej dogodne warunki dla rozwoju roslin tej kombinacji
krzyzowania. Stres wodny i temperaturowy oraz zerowanie mszyc spowodowaty
ujawnienie si¢ defektow wywotanych fitoplazmami tylko u mieszancow majacych
genetycznie uwarunkowana niska odporno$¢ na stresy biotyczne. W tym przy-
padku byly to rosliny mieszancowe MS-8 B. napus x B. carinata, ktore w $rodo-
wisku, w ktorym brak bylo stresow biotycznych i abiotycznych (szok termiczny, brak
wody, mszyce) nie wykazywaty objawOw porazenia przez fitoplazmy.

Podsumowanie

1. Mieszancowy charakter roslin pokolenia F, ujawnit si¢ w stadium rozety.
Wsrod badanych mieszancéw MS-8 B. napus x B. carinata wystapily rosliny
wygladem zblizone do formy matecznej lub do formy ojcowskiej, a czgsciej
posrednie pomiedzy gatunkami rodzicielskimi. Kwiaty wszystkich roslin poko-
lenia F; byly meskosterylne i charakteryzowaly si¢ silna redukcja ptatkow
korony oraz precikowia. Zdegenerowane pylniki nie wytwarzaty ziaren pytku.

2. Zaburzenia w procesie mejozy oraz w funkcjonowaniu tapetum byly gtowna
przyczyna degeneracji mikrospor i powstawania martwych ziaren pytku.

3. Zainfekowane przez fitoplazmy rosliny pojawity si¢ tylko w obrgbie kombi-
nacji MS-8 B. napus x B. carinata, co $wiadczy o wystepujacych réznicach
genotypowych odnosnie wrazliwosci na porazenie przez fitoplazmy w okres-
lonych warunkach srodowiskowych.
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