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W sezonie 1999/2000 w doswiadczeniu polo-
wym jednopowtdrzeniowym z systematycznie
rozmieszczonym wzorcem, odmiang rzepaku
ozimego Bor, oceniono 100 linii podwojonych
haploidéw pokolenia DH; uzyskanych metoda
kultury izolowanych mikrospor. W trakcie wege-
tacji roslin notowano date poczatku kwitnienia,
zmierzono wysokos$é roslin i pobrano tuszczyny
w celu zmierzenia ich diugosci i policzenia
nasion w tuszczynie. Otrzymane prébki nasion
postuzyty do okreslenia masy tysiaca nasion
i wykonania analiz biochemicznych: zawartosci
ttuszczu w nasionach, sktadu kwasow ttuszczo-
wych w oleju z nasion i zawartosci glukozyno-
lanéw w nasionach. Sto podwojonych haploidéw
byto zréznicowanych istotnie pod wzgledem
wszystkich badanych cech oprdcz wysokosci
roslin i terminu poczatku kwitnienia. Z uzyska-
nej populacji linii DH wyselekcjonowano
18 genotypdéw o najkorzystniejszych cechach
hodowlanych. W sezonie 2000/2001 przeprowa-
dzono doswiadczenie polowe w trzech pow-
térzeniach z wybranymi liniami w celu okres-
lenia ich zdolnosci plonotwdrczych. Na poziomie
odmiany Bor plonowato 8 podwojonych hap-
loiddw, a 10 byto istotnie gorszych pod
wzgledem tej cechy. Najlepiej plonowata linia
DH B-21 - 102,6% (48,11 dt ha™) odmiany
wyjsciowej Bor.

Brassica napus L., glukozynolany, kwasy tluszczowe, podwojone haploidy,

Brassica napus L., doubled haploid, fatty acids, glucosinolates, line selection,

Hundred doubled haploid lines in DH;
generation were obtained by isolated microspore
culture from donor cultivar Bor. These lines
were grown in systematically plotted field
experiment in one replication during season
1999/2000. Observations of the beginning of
flowering, plants height, silique length and seed
number per silique were done during experiment.
Also 1000 seed weight, fatty acids composition
and glucosinolate content were estimated in
harvested seeds. The hundred doubled haploid
line were differentiated significantly according
to the studied traits besides plants height and
beginning of flowering. 18 genotypes with much
desired traits were chosen from examined DH
population. These DH lines were studied in
replicated experiment in the 2000/2001 season.
The seed yield of 8 DH lines was at the level
of donor cultivar but 10 DH lines yielded
significantly lower than cultivar Bor. Line DH
B-21 was the best with the seed yield equal to
102,6% (48,1 dt ha™) of the donor cultivar Bor.
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Wstep

Rzepak ozimy (Brassica napus L.) jest najwazniejsza roslinag oleista strefy
klimatu umiarkowanego. Ze wzgledu na znaczenie gospodarcze tego gatunku
prowadzi si¢ intensywne prace hodowlane, majace na celu tworzenie nowych
odmian, o coraz to korzystniejszych cechach.

Odmiana rzepaku ozimego Bor wyrdznia si¢ najwyzsza zawartoscia ttuszczu
i biatka w nasionach. Jest rowniez odmiana o dobrej zimotrwatosci i wysokiej
odpornosci na choroby grzybowe. Dzieki temu charakteryzuje sie wiernym
plonowaniem. Jest to najp6zniejsza z polskich odmian rzepaku ozimego podwadjnie
ulepszonego (Rzepak Ozimy 2000-2001).

Nowoczesne techniki hodowlane, takie jak kultura izolowanych mikrospor,
pozwalaja na szybkie otrzymywanie stabilnych, homozygotycznych linii, a w zwiazku
z tym szybka selekcje pozadanych genotypow, przydatnych do dalszej hodowli
(Cegielska-Taras 2002). Prowadzone do tej pory badania nad podwojonymi
haploidami (DH — skrdt ang. doubled haploid) rzepaku ozimego wykazaty, ze jest
mozliwe uzyskanie linii DH plonujacych na poziomie odmian (Adamska i in. 2000),
czy tez linii charakteryzujacych sig lepszymi cechami morfologicznymi lub bioche-
micznymi niz formy rodzicielskie (Szata i in. 2000). Przedstawione w publikacji
wyniki otrzymano w badaniach prowadzonych w ciagu dwu lat.

Celem pierwszego etapu badan byto wykazanie zréznicowania pomiedzy
liniami DH uzyskanymi z odmiany Bor i w stosunku do formy wyjsciowej oraz
selekcja genotypdw charakteryzujacych sie najkorzystniejszymi cechami. W dru-
gim etapie okreslono plon wyselekcjonowanych linii w doswiadczeniu polowym
zatozonym w trzech powtdrzeniach.

Material i metody

Materiat doswiadczalny stanowity linie DH rzepaku ozimego uzyskane metoda
izolowanych mikrospor (Cegielska-Taras, Szata 1998) z odmiany rzepaku ozimego Bor.

W sezonie 1999/2000 prowadzono doswiadczenie jednopowtorzeniowe ze stu
liniami DH wraz z systematycznie rozmieszczonym wzorcem, odmiang Bor, na
polu IHAR w Poznaniu. Na poletkach jednorzadkowych o dtugosci 2 m wysiano
100 linii podwojonych haploidéw pokolenia DH; w zageszczeniu 70 nasion na m?.
W trakcie wegetacji przeprowadzono nastepujace obserwacje: data poczatku kwit-
nienia, bonitacja morfologii roslin, wysokos¢ tanu. Pobrano takze po 25 tuszczyn
ze srodkowej czesci gtownych pedow w celu pomiaru ich dtugosci i policzenia
nasion w tuszczynie. Po zbiorze nasion z roslin izolowanych wykonano analizy
biochemiczne na sktad kwasow ttuszczowych oleju metoda chromatografii gazo-
wej (Byczynska, Krzymanski 1969) i na zawartos¢ oraz sktad glukozynolanéw —
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rowniez metoda chromatografii gazowej (Michalski i in. 1995). W probkach nasion
z roslin nieizolowanych okreslono mase tysiaca nasion oraz procentowa zawartos$é
tluszczu za pomoca analizatora NMR.

Whyniki uzyskane dla poszczeg6lnych linii DH oraz srednie wartosci bada-
nych cech dla 100 linii DH opracowano statystycznie.

W sezonie 2000/2001 dokonano oceny plennosci 18 wyselekcjonowanych
linii DH w poréwnaniu do odmiany Bor. W tym celu w Zaktadzie Doswiadczal-
nym w Borowie zatozono doswiadczenie w uktadzie losowanych blokéw, w trzech
powtdrzeniach, na poletkach o powierzchni 13 m% Nasiona pokolenia DH, wysia-
no w zageszczeniu 70 nasion na m?. W doswiadczeniu oceniono stan roslin wiosna,
zanotowano poczatek i koniec kwitnienia, obliczono diugos¢ okresu kwitnienia,
oceniono wyréwnanie roslin, zmierzono wysokos¢ roslin oraz okreslono plon nasion.

Wyniki i dyskusja

Charakterystyka morfologiczno-biochemiczna stu linii podwojonych
haploidéw oraz wybdr linii DH o najkorzystniejszych cechach

Wykonana analiza wariancji polowego doswiadczenia jednopowtorzeniowego
wykazata istotne zréznicowanie pomiedzy badanymi obiektami (liniami DH
i odmiana Bor) dla wszystkich badanych cech, z wyjatkiem terminu poczatku
kwitnienia i wysokosci roslin (tab. 1).

Poczatek kwitnienia wyrazony w liczbie dni od poczatku roku dla linii DH
wahat sie od 114 do 118, a $rednia dla 100 linii DH byta podobna do sredniej dla
odmiany Bor (rys. 1 — his. 1)

Wysokos¢ roslin wynosita od 55 do 130 cm, ale wigkszos¢ linii byta nizsza od
odmiany wyjsciowej (rys. 1 — his. 2). Mimo, ze nie stwierdzono istotnych roznic
pomigdzy s$rednia z linii DH a odmiana Bor, to widoczna jest tendencja do
obnizania wysokosci roslin u podwojonych haploidéw w stosunku do formy rodzi-
cielskiej. Zjawisko to wystepowato takze u linii DH rzepiku (Dewan i in. 1998)
oraz jeczmienia, gdzie wszystkie linie DH otrzymane z odmiany jeczmienia Bogo
byty od niej nizsze (Arseniuk, Sodkiewicz 2002).

Linie DH miaty $rednio krotsze tuszczyny od odmiany Bor, a rozrzut wartosci
tej cechy u podwojonych haploidéw wynosit od 5,3 do 9,2 cm (rys. 1 — his. 3).

Liczba nasion w tuszczynie byta znacznie zr6znicowana posrdd linii DH
i wahata si¢ od 5 do 32 sztuk. Srednia wartosé tej cechy dla stu linii DH byta
istotnie nizsza niz dla formy rodzicielskiej (rys. 2 — his. 4). Réwniez srednia masa
1000 nasion dla 100 linii DH by#a istotnie nizsza niz dla odmiany Bor, a zr6znico-
wanie migdzy podwojonymi haploidami wynosito od 3,6 do 5,7 g (rys. 2 — his. 5).



246 Laurencja Szala ...

Tabela 1
Analiza wariancji badanych cech dla populacji 100 linii podwojonych haploidéw
otrzymanych z odmiany rzepaku ozimego Bor (Poznan 2000) — Results of variance
analysis for traits studied in population of 100 lines doubled haploids derived from Bor
cultivar of winter oilseed rape

Cecha F dla badanych linii
Trait F value for studied lines
Poczatek kwitnienia — Beginning of flowering 1,97
Wysokos¢ roslin — Plant height [cm] 1,32
Dtugos¢ tuszczyny — Silique length [cm] 2,49*
Liczba nasion w tuszczynie — No of seeds per silique 4,35**
Masa 1000 nasion — 1000 seed weight [g] 2,47+
Zawartos¢ ttuszczu — Oil content [%] 6,39**
Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych [%] — Fatty acids content
kwas oleinowy — oleic acid Cig.¢ 6,44%*
kwas linolowy — linoleic acid Cyg:, 3,02*
kwas linolenowy — linolenic acid Cyg:3 6,59**
Suma glukozynolanéw [umol g™ nasion] 4,73%*
Total glucosinolates content
Suma glukozynolanéw alkenowych [umol g™ nasion] 4,64%x*
Total of alkenyl glucosinolates
n =100 linii DH
* —rdznica istotna przy a = 0,05 — significant at level « = 0.05

** — rdznica istotna przy a = 0,01 — significant at level ¢ =0.01

Srednie wartosci cech plonotwoérczych dla 100 linii DH, tj. dtugosci tusz-
czyny, liczby nasion w tuszczynie i masy tysiaca nasion byly istotnie mniejsze niz
u odmiany Bor. Sugeruje to, ze wyzsze wartosci tych cech uwarunkowane sa przez
geny dominujace. Jezeli bowiem geny, ktére zwigkszaja wartosci danej cechy
dominuja nad swoimi allelami redukujacymi wartos¢ tej cechy, woéweczas linie
homozygotyczne beda miaty zmniejszona $rednia wartos¢ dla populacji, tj. ujawni
si¢ zmiana w kierunku recesywnych alleli (Falconer 1974).

Zawartos¢ ttuszczu w nasionach linii DH wahata sie od 39,5 do 51,1%, a $red-
nia zawartos¢ dla 100 podwojonych haploidéw byta istotnie nizsza niz dla formy
wyjsciowej (rys. 2 — his. 6).

Zawartos¢ kwasu oleinowego i linolenowego w oleju nasion badanych linii
byta wysoce zréznicowana i przyjmowata wartosci odpowiednio od 52,7 do 64,9%
i od 8,6 do 12,4%. ROwniez zawartos¢ kwasu linolowego byta istotnie zréznico-
wana i zawierala si¢ w przedziale 18,0-27,0%. Srednie zawartosci poszczegélnych
kwasow 18-weglowych badanych 100 linii DH wysoce roznity si¢ od odpowied-
nich sérednich dla odmiany Bor, przy czym $rednia zawartos¢ kwasu oleinowego
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Rys. 1. Rozktad poczatku kwitnienia, wysokosci roslin i dtugosci tuszczyny linii DH rzepaku ozimego otrzymanych z odmiany Bor — Variation
in the date of beginning of flowering, plant height and silique length of winter oilseed rape DH lines derived from Bor cultivar
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Rys. 2. Rozklad liczby nasion w tuszczynie, masy 1000 nasion i procentowej zawartosci ttuszczu w nasionach linii DH rzepaku ozimego
otrzymanych z odmiany Bor — Variation in the number of seeds per silique, 1000 seed weight and per cent of oil in seeds of winter oilseed rape
DH lines derived from Bor cultivar
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u podwojonych haploidéw byta nizsza, a kwaséw linolowego i linolenowego
wyzsza niz u formy wyjsciowej (rys. 3 — his. 7, 8, 9). Takie wyniki pozwalaja na
przyjecie hipotezy o wystepowaniu zjawiska dominowania niskiej zawartosci
kwasu linolowego i linolenowego, a wysokiej zawartosci prekursora tych kwaséw
— kwasu oleinowego.

Wysokie zroznicowanie wystapito rdwniez co do zawartosci glukozynolanéw
w nasionach linii DH. Suma zawartosci wszystkich glukozynolanéw wahata sie
od 5,6 do 57,7 umola g*, a zawartos¢ glukozynolanéw alkenowych — od 1,6 do
53,4 umola g*. Srednia zawartos¢ zaréwno glukozynolanéw alkenowych, jak
i suma wszystkich glukozynolandéw w nasionach 100 linii DH byfa istotnie nizsza
niz w nasionach odmiany Bor (rys. 4 — his. 10, 11). Potwierdza to znacznie wcze$-
niejsze doniesienia innych autoréw o dominujacym charakterze gendw warunku-
jacych wysoka zawartos$¢ glukozynolanéw (Krzymanski 1970; Kudta 1997).

Zawartos¢ glukozynolanow Zawarto$é glukozynolanéw alkenowych
Total glucosinolate content Total alkenyl glucosinolate content
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*  —rbznice istotne na poziomie o = 0,05 — significant at level o = 0.05
** — roznice istotne na poziomie o = 0,01 — significant at level o = 0.01

Rys. 4. Rozktad zawartosci sumy wszystkich glukozynolanéw i sumy glukozynolandéw alkenowych
w nasionach linii DH rzepaku ozimego otrzymanych z odmiany Bor — Variation in total
glucosinolate content and total alkenyl glucosinolate content in seeds of winter oilseed rape DH lines
derived from Bor cultivar
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Na podstawie uzyskanych wynikéw dokonano wyboru 18 genotyp6w o najko-
rzystniejszych pod wzgledem hodowlanym cechach. Charakterystyke tych linii
DH, jak i wynik plonowania w doswiadczeniu wielopowtdrzeniowym przedsta-
wiono w tabeli 2.

Tabela 2
Charakterystyka 18 wybranych najlepszych linii podwojonych haploidéw otrzymanych
z odmiany Bor w poréwnaniu do odmiany wyjsciowej (Poznan 2000) — Characteristic
of the best doubled haploid lines derived from winter oilseed rape cv. Bor as compared
to the donor cultivar (Poznaz 2000)

Dtugos¢ Lic;ba Masa _1000 Zawartosé Zawartosé )
Linie DH ius;gzyny naston nasion ttuszczu glukozxrl\olan.ow
DH lines Silique w tuszczynie 100Q seed Oil content [um9| g~ nasion]
length No of_s_eeds weight [%] Glucosinolates content

[cm] per silique [a] [nmol g™ seeds]
DH B-6 8,4 26 4,3 45,8 7,2
DH B-12 8,9 27 3,7 46,4 6,1
DH B-14 8,4 25 4,2 44,6 6,5
DH B-21 9,2 30 3,8 48,0 6,6
DH B-22 8,2 25 4,1 46,1 5,6
DH B-35 8,9 26 42 46,1 7,1
DH B-40 8,5 24 4,4 44,8 6,3
DH B-41 8,3 26 42 449 8,1
DH B-53 8,9 27 4,1 45,5 6,5
DH B-66 8,3 26 4,1 447 6,8
DH B-68 8,2 26 3,8 45,6 6,9
DH B-89 8,9 25 44 47,2 6,4
DH B-91 8,8 24 45 459 6,1
DH B-94 8,7 27 4,2 44,5 6,4
DH B-102 8,6 25 4.2 46,5 6,2
DH B-113 8,9 28 4,2 45,1 6,5
DH B-131 8,4 25 45 44,1 7,0
DH B-136 8,9 24 4,5 45,7 7,0
cv. Bor 8,3 26 45 48,8 16,2

Ocena plonowania wybranych 18 linii DH

W doswiadczeniu wielopowtdrzeniowym przeprowadzonym w sezonie
2000/2001 z 18 wybranymi liniami podwojonych haploidéw z odmiany Bor, 8 linii
DH nie réznito sie istotnie plonem nasion od odmiany wyjsciowej, ktorej plon
wyniést 46,92 dt ha™, natomiast 10 linii DH plonowalo istotnie gorzej (tab. 3).
Najwyzej plonowata linia DH B-21 (48,11 dt ha™), ktéra okazata si¢ jednoczesnie
istotnie wczesniejsza i nizsza od odmiany Bor. Na uwage zastuguje takze linia
DH B-22, plonujaca nieco ponizej odmiany Bor (45,0 dt ha), ale za to o bardzo
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niskiej zawartosci glukozynolanéw — 5,6 pmola g™ nasion, w tym glukozyno-
lanéw alkenowych — 2,2 umola g™ (tab. 2). Jest to linia znacznie nizsza od
odmiany Bor, ale réwnie p6zna (tab. 3).

Tabela 3
Wyniki oceny wybranych linii podwojonych haploidéw otrzymanych z odmiany Bor
w doswiadczeniu polowym tréjpowtérzeniowym (Borowo 2001) — Field trial results
for selected doubled haploid lines derived from winter oilseed rape cultivar Bor evaluated
in field trial, as compared to the donor variety (Borowo 2001)

Linie DH Po.czac.tek kwitnien!a Wy_sok0s'é roslin Plon na_sion
DH lines I_3eg|nn|ng of flowering Height of plants Seed ylﬁ|d
[dni od 1.01. — days of 1.01] [cm] [dt ha™]
DH B-6 126,0* 158,8* 44,3
DH B-12 128,7 159,7 42,5
DH B-14 127,3 153,9** 44,3
DH B-21 125,3** 158,1* 48,1
DH B-22 128,0 157,1* 45,0
DH B-35 127.0 160,7 43,9
DH B-40 126,3 156,6* 39,8
DH B-41 128,0 156,8* 40,3
DH B-53 129,7 150,5** 37,3
DH B-66 127,7 159,6 40,4
DH B-68 129,0 155,0** 40,0
DH B-89 130,0 148,8** 35,9
DH B-91 128,3 150,0** 37,0
DH B-94 128,7 148,7** 38,8
DH B-102 128,3 163,8 40,4
DH B-113 127,3 159,2 41,8
DH B-131 129,7 159,0 41,6
DH B-136 127,3 156,0** 40,6
cv. Bor 128,3 166,8 46,9

*  roznice w poréwnaniu do odmiany Bor istotne na poziomie o = 0,05
differences to cultivar Bor significant at level & = 0.05

** roznice w poréwnaniu do odmiany Bor istotne na poziomie o = 0,01
differences to cultivar Bor significant at level « = 0.01

Analiza wariancji doswiadczenia jednopowtdrzeniowego nie wykazata istot-
nego zréznicowania stu badanych linii DH dla cech: termin poczatku kwitnienia
oraz wysokos¢ roélin (tab. 1), jednak w doswiadczeniu tréjpowtorzeniowym
wystapity istotne réznice dla tych cech miedzy wybranymi osiemnastoma liniami
DH (tab. 3).
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Dominujace allele genéw warunkujacych plon nasion, obecne w populacjach
heterozygotycznych roslin, sa przypadkowo rozproszone wsréd linii DH pocho-
dzacych z takich populacji (Falconer 1989). Wyselekcjonowanie 8 linii homo-
zygotycznych (DH B-6, DH B-12, DH B-13, DH B-14, DH B-21, DH B-22,
DH B-35, DH B-131) plonujacych na poziomie heterozygoty swiadczy o tym,
ze jest mozliwe otrzymanie podwojonych haploidéw skupiajacych w sobie wiele
wartosciowych cech (tab. 2). Zalezy to w duzej mierze od wartosci formy wyjscio-
wej (cenna odmiana, bardzo dobry mieszaniec) i ilosci wyprowadzonych linii.
Zwraca sie bowiem uwage, aby materiat z ktoérego uzyskuje si¢ podwojone
haploidy byt mozliwie najbardziej wartosciowy pod wzgledem hodowlanym, liczac
na korzystne segregacje i rekombinacje w gametach (Malepszy 1989).

Problemem, ktory towarzyszy produkcji duzej liczby linii DH jest wiasciwa
selekcja genotypow z uzyskanej populacji, z przeznaczeniem do dalszych dos-
wiadczen okreslajacych plon. Oprécz wizualnej oceny trzeba oprzeé¢ sie na wy-
miernych cechach. Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje sie, ze selekcja
wysokoplennych linii DH w oparciu o cechy struktury plonu, takie jak liczba
nasion w tuszczynie czy masa tysiaca nasion jest droga witasciwa.

Whnioski

e  Sto podwojonych haploidéw uzyskanych z odmiany rzepaku ozimego Bor
wykazywato istotne zréznicowane pod wzgledem wszystkich badanych cech
oprdcz wysokosci roslin i daty poczatku kwitnienia.

e Srednie wartosci stu linii DH dla cech plonotwérczych, tj. dtugosci tuszczyny,
liczby nasion w tuszczynie i masy tysiaca nasion byly istotnie nizsze od
odmiany Bor, co sugeruje, ze cechy te uwarukowane sa przez geny dominujace.

e  Osiem badanych linii podwojonych haploiddw nie réznito sie istotnie plonem
nasion od odmiany Bor, a linia DH B-21 wykazata 102,6% plonu odmiany
wyjsciowej.

Conclusions

e  Hundred doubled haploid lines derived from winter oilseed rape cultivar Bor
differed significantly in respect to all studied traits besides plants height, and
beginning of flowering.

e  The average values of 100 DH lines for seed yield structure traits: length
of silique, number seeds per silique and 1000 seeds weight were significantly
lower than cultivar Bor. It can suggest that the traits are determined by
dominant genes.
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e  Seed yield of 8 DH lines did not differ significantly from seed yield of donor
cultivar Bor and the best DH B-21 line showed 102,6% of seed yield of donor
cultivar.
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Rys. 3. Rozklad procentowej zawartosci kwasow: oleinowego, linolowego i linolenowego w oleju nasion linii DH rzepaku ozimego otrzymanych
z odmiany Bor — Variation in oleic, linoleic and linolenic acid contents in seed oil of winter oilseed rape DH lines derived from Bor cultivar






