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W 1990-2001 r. w Litewskim Uniwersytecie Rol-
niczym prowadzono prace hodowlane z rzepakiem
jarym w celu uzyskania plennych odmian, przysto-
sowanych do warunkéw agroklimatycznych
Litwy. Na podstawie odwrotnych krzyzowan mig-
dzyodmianowych i selekcji otrzymano odmiane
rzepaku jarego Auksiai, ktéra w latach 1998-2001
byfa badana w Centrum Badania Odmian Litwy.
Odmiana ta jest srednio wczesna (okres wegetacji
98 dni), zawartos¢ ttuszczu — 39,9%, srednia zawar-
tos¢ glukozynolanéw w nasionach — 9,9 pmol-g™;
masa 1000 nasion — 3,77 g. U wytworzonych na
Litwie mieszancoéw rzepaku jarego badano zsyn-
chronizowanie rozwoju mikrospor, oceniono ich
potencjat embriogeniczny w kulturze izolowanych
mikrospor. Stosujac metode kultury izolowanych
mikrospor wyprowadzono rody podwojonych ha-
ploidéw (DH). Ich selekcja pozwolita wyodrebnié
pig¢ cennych pod wzgledem hodowlanym geno-
typdw, odznaczajacych si¢ wigksza zawartoscia
ttuszczu, suma kwasdw oleinowego i linolowego,
a takze mniejsza zawartoscia glukozynolandw.
Wyselekcjonowane rekombinanty begda wyko-
rzystane w dalszej pracy hodowlanej z rzepakiem

jarym.

rzepak jary, hodowla, kultura izolowanych mikrospor, podwojone haploidy

spring oilseed rape, breeding, cultures of isolated microspores, doubled haploids

Paper presents the results of spring oilseed rape
(Brassica napus L.) breeding research carried
out at the Lithuanian University of Agriculture
in 1990-2001. Spring oilseed rape variety
Auksiai was developed by the use of intra-
varietal hybridization (reciprocal crossing) and
selection methods. In 1999-2001 Auksiai was
evaluated in Official Trials. The vegetation
period of Auksiai is in average 98 days, the
main quality indices — the average content of
fat is 39.9%, glucosinolates — 9.9 p mol-g™,
1000 seed weight — 3.77 g. Synchronization
of microspore development and embriogenic
potential of spring oilseed rape hybrids have
been investigated at the genetic-biotechnology
laboratory. The doubled haploid (DH) lines
of spring oilseed rape were obtained using the
culture of isolated microspore. Valuable seed
quality combinations of oil, high oleic and
linoleic acids and low glucosinolate were
identified in five DH lines. Valuable
recombinants will be introduced into breeding
programs.
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Wstep

Zwiekszajace sie Swiatowe zapotrzebowanie na olej roslinny pobudza do
tworzenia nowych, bardziej plennych i jakosciowo wartosciowych odmian roslin
oleistych. Obecnie na Litwie rzepak jest jedyna roslina oleista majaca znaczenie
gospodarcze. W kraju uprawiane sa przewaznie zagraniczne odmiany rzepaku,
dlatego uwaza sie, ze tworzenie odmian przystosowanych do miejscowych warun-
kow agroklimatycznych jest waznym zadaniem hodowli roslin. W Stacji Doswiad-
czalnej Litewskiego Uniwersytetu Rolniczego w 1990 r. zapoczatkowano prace
hodowlane nad rzepakiem jarym. Zatozono kolekcje odmian rzepaku jarego, ktdra
jest ciagle uzupetniana nowymi formami i badana w r6znych aspektach. Wartos-
ciowe genotypy sa wykorzystywane w programach hodowlanych. W hodowli
rzepaku jarego selekcja prowadzona jest w réznych Kierunkach obejmujacych
wiele cech i wiasciwosci roslin. Do programdw krzyzowan wiacza si¢ wiele odmian
i form, poniewaz brak jest materiatow wyjsciowych o wiasciwosciach uniwersal-
nych odznaczajacych si¢ szeregiem pozadanych cech. Tworzac materiat hodowlany
rzepaku jarego przystosowanego do warunkoéw klimatyczno-glebowych Litwy, do
krzyzowan wiaczane sa odmiany pochodzace z r6znych regionéw geograficznych.

Kultura haploidéw in vitro pozwala wydatnie przyspieszy¢ proces otrzymy-
wania linii homozygotycznych w poréwnaniu z klasycznymi metodami hodowli
(Charne 1990, Chen and Beversdorf 1990a). Po tym jak Lichter (Lichter 1982) po
raz pierwszy zaindukowat embriogeneze rzepaku w kulturze izolowanych mikro-
spor, metoda ta jest coraz szerzej stosowana do tworzenia linii podwojonych
haploidéw. Technologia Lichtera przez wiele lat byta doskonalona w celu zwiegk-
szenia wydajnosci formowania zarodkéw w procesie androgenezy. W licznych
pracach uznano, ze najwazniejszymi czynnikami wplywajacymi na wydajnosé
embriogenezy sa genotyp i warunki wzrostu rosliny donora mikrospor (Chuong
i Beversdorf 1985, Chuong i in. 1988). Jednym z kluczowych czynnikéw w indukcji
embriogenezy in vitro jest stadium rozwojowe mikrospor. W kulturach izolowanych
mikrospor rzepaku uwaza sie, ze najbardziej odpowiednie jest pdzne jednojadrowe
stadium rozwoju mikrospory przed pierwszym podziatem mitotycznym, kiedy
konczy sig¢ synteza DNA (Kott i in. 1988b). Wigksza wydajnos¢ zarodkow mikro-
sporowych obserwuje si¢, gdy donor charakteryzuje si¢ synchronicznym rozwojem
mikrospor (Gland i in. 1988).

Badania sktadu kwaséw ttuszczowych wykazaty, ze w mieszancach ustabili-
zowanie sktadu kwaséw ttuszczowych nastepuje dopiero w pokoleniu Fs. Natomiast
podwojone haploidy (DH) juz w pierwszym pokoleniu sa homozygotyczne i repre-
zentuja wszystkie mozliwe rekombinacje sktadu kwaséw ttuszczowych (Chen
i Beversdorf 1990b). W poréwnaniu z klasycznymi metodami hodowli, wyko-
rzystanie linii DH pozwala skrdci¢ proces hodowlany co najmniej o pie¢ okreséw
wegetacji (Kott 1998).
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Zmiany skladu kwaséw ttuszczowych w nasionach rodéw rzepaku czesto
zaleza od czynnikdw srodowiska. Linie DH jako genetycznie stabilne moga by¢
doskonatymi obiektami do badan nad r6znymi czynnikami majacymi wptyw na
synteze kwaséw ttuszczowych (Taylor i in. 1991). Nasiona podwojonych haploidow
sa homozygotyczne i gwarantuja stan homozygotyczny wszystkich nastepnych poko-
len. Utatwia to oceng zmian w skiadzie kwasow ttuszczowych (Pomeroy i in. 1991).

Cele pracy:

1. Uzyskanie odmiany rzepaku jarego o krotkim okresie wegetacji, plennej oraz
odznaczajacej sie dobra jakoscia nasion (zawartos¢ kwasu erukowego do 1%,
glukozynolanéw do 20 umol-g™).

2. Zbadanie stopnia zsynchronizowania rozwoju mikrospor mieszancow rzepaku
jarego oraz ocena ich potencjatu embriogenicznego w kulturach izolowanych
mikrospor.

3. Otrzymanie podwojonych haploidéw rzepaku jarego i wyselekcjonowanie
linii przystosowanych do warunkéw glebowo-klimatycznych Litwy.

Material i metody

Hodowla rzepaku jarego metodami klasycznymi

Podstawowe metody hodowli rzepaku jarego to krzyzowania migdzyodmia-
nowe (odwrotne) i selekcja indywidualna.

Hodowle rzepaku jarego prowadzono w latach 1990-2001 w Stacji Doswiad-
czalnej Litewskiego Uniwersytetu Rolniczego. Gleby wedtug klasyfikacji migdzy-
narodowej Calcari Epihypogleyic Luvisol o odczynie pHkc. 6,9-7,1 zawieraty
2,9-3,2% humusu, 243-247 mg-kg™ dostepnego fosforu (P,0s) i 99-107 mg-kg™
potasu K,O.

Materiat hodowlany badano w nastepujacych szkétkach:

1) kolekcja;

2) szkotka mieszancow;

3) szkébtka selekciji;

4) poczatkowe badania odmian w szkoétce kontrolnej;
5)  konkursowe badania odmian;

6) poczatkowe rozmnazanie odmian.

Szkotki zaktadano i materiat hodowlany badano wedtug metodyki badan ma-
teriatu hodowlanego Instytutu Uprawy Roslin im. N. Wawitowa (Sankt-Petersburg)
(Mietodiceskije ukazanija po selekcii kultur 1976).

W szkétce selekcji wybierano rody hodowlane rzepaku jarego, wyrdzniajace
sic pod wzgledem cech biologicznych i uzytkowych, ktére nastepnie badano
w wstepnych i konkursowych badaniach. Poréwnania prowadzono w stosunku do
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odmiany standardowej, ktéra byta zarejestrowana na Litwie odmiana Sponsor.
Sktad chemiczny ustalano za pomoca analizatora NIR w nasionach o naturalnej
wilgotnosci. Najbardziej cenne rody rozmnazano i przekazywano do Panstwowego
Centrum Badania Odmian.

Kultura izolowanych mikrospor i tworzenie podwojonych haploidow

Badania prowadzono w Laboratorium Genetyki i Biotechnologii Litewskiego
Uniwersytetu Rolniczego. Roslinami donorowymi mikrospor byly mieszance F;
rzepaku jarego 268 (Star x Bolero), 269 (Bolero x Star), 274 (Star x Cyclone).
Rosliny donory rosty w szklarniach z dodatkowym oswietleniem.

Do analizy cytologicznej z kazdej rosliny donorowej pobierano 20 pakow
roznej wielkosci, ktore na 24 godziny umieszczano w utrwalaczu (absolutny
etanol : lodowaty kwas octowy w stosunku 3 : 1). Po zmierzeniu diugosci pakow
pylniki barwiono acetokarminem i macerowano w kropli 45% kwasu octowego.
Dla okreslenia stopnia zsynchronizowania rozwoju mikrospor w kazdym pylniku
identyfikowano stadium rozwoju jadra u 100 mikrospor.

Do kultury izolowanych mikrospor paki kwiatowe rzepaku sterylizowano
2 minuty w 70% etanolu, po czym 3 razy przeptukiwano w sterylizowanej wodzie
destylowanej. Sterylne paki kwiatowe rozcierano w 13% roztworze sacharozy
i saczono przez podwajny filtr Nytex. Przesacz wirowano 3 razy po 5 minut przy
1000 g. Do przygotowania zawiesiny izolowanych mikrospor wykorzystano zmo-
dyfikowana pozywke NLN (Flechter i in. 1998). Zawiesing mikrospor przenoszono
do sterylnych szalek Petriego i inkubowano w warunkach 30°C w ciemnosci. Po
uptywie 14 dni kulture mikrospor przenoszono na wstrzasarke (60 obrotow-min.™).
Podziaty mikrospor i formowanie sie zarodkdw obserwowano za pomoca mikro-
skopu MBI-6 (10 x 9 x 0,2). Stadium rozwojowe zarodkow (globularne, sercowate,
torpedy) okreslano wedtug Flechter i in. (1998). Po uptywie 28 dni od momentu
izolacji mikrospor morfologicznie dojrzate zarodki przenoszono na stata pozywke
B5 i umieszczano w komorze klimatyzacyjnej (4°C, fotoperiod 8 godzin). Po 10
dniach warunki w komorze zmieniono na ciepte inkubowanie (27 + 2°C, fotoperiod
12 godzin). Po uptywie nastgpnych 30 dni oceniano wyksztatcone rosliny. U hap-
loidow rzepaku jarego podwajano liczbe chromosoméw za pomoca 0,34% roztworu
kolchicyny. Kazda roslina podwojonych haploidéw byta izolowana mechanicznie
w fazie kwitnienia.

Ocena wartosci hodowlanej linii DH rzepaku jarego

Uzyskane linie DH rzepaku jarego oceniano w szkotce selekcyjnej. Wielkosé
poletek doswiadczalnych — 1,7 x 1,2 = 2,04 m?. Cechy linii DH poréwnywano
z odmianami rzepaku jarego: Bolero, Star i ich mieszancami 268 i 269. Sktad
chemiczny mierzono za pomoca analizatora NIR w nasionach o naturalnej
wilgotnosci.
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Wyniki i dyskusja

Hodowla rzepaku jarego metodami klasycznymi

W latach 1990-2001, tworzac materiat hodowlany rzepaku jarego, wykonano
ponad 300 kombinacji krzyzowan. Ciagta selekcja mieszancdw i rodéw pozwolita
na stworzenie szeregu perspektywicznych form rzepaku jarego odznaczajacych sie
wielkim zroznicowaniem cech jakosciowych (Zilénaité i in. 2000). Ocena wartosci
cech jakosciowych nasion tych form rzepaku jarego pozwolita wyselekcjonowac
forme odznaczajaca sie duza zawartoscia ttuszczu i zmniejszonag zawartoscia
glukozynolanéw. W ten sposdb zostata wyhodowana odmiana Auksiai. Wskazniki
plennosci i okresu wegetacji tej odmiany byty korzystniejsze niz odmiany standar-
dowej Sponsor. Odmiana rzepaku jarego Auksiai zostata w 2002 r. wpisana na
,Liste najbardziej odpowiednich do uprawy na Litwie odmian roslin”.

Badania wartosci gospodarczej odmiany Auksiai w Centrum Badania Odmian
przeprowadzono w latach 1999-2001. Sredni plon nasion tej odmiany na Litwie
wynosit 1,86 t-ha™. W Kowienskiej Stacji Centrum Badania Odmian uzyskano plon
3,7 tha™ (rys. 1). Nasiona odmiany Auksiai sa $redniej wielkosci, o masie 1000
nasion — 3,77 g, srednia zawartos¢ ttuszczu w nasionach wynosi 39,9% (rys. 2),
zawartos¢ kwasu erukowego — 0,02%, glukozynolanéw — 9,9 umol-g* (rys. 3),
srednia wysokos¢ roslin — 147 cm, odpornosé odmiany na wyleganie jest oceniana
na 7,1 stopni, a odpornos¢ na osypywanie sie nasion z tuszczyn — 8 stopni wedtug
10-stopniowej skali. Odmiana jest srednio wczesna, jej sredni okres wegetacji
wynosi 98 dni.
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Rys. 1. Plon nasion [t-ha™] odmian rzepaku jarego w latach 19992001 (Kowienska Stacja Centrum
Badania Odmian) — Seed yield of spring oilseed rape varieties
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Rys. 2. Zawartos¢ ttuszczu [%] w nasionach odmian rzepaku jarego — Fat content in seeds of spring
oilseed rape varieties
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Rys. 3. Zawartos¢ glukozynolanéw [umol g™] w nasionach odmian rzepaku jarego — Glucosinolate
content in spring oilseed rape varieties

Uzyskiwanie haploidéw i podwojonych haploidow

W uzyskiwaniu haploidéw rzepaku metoda kultur izolowanych mikrospor
wazne jest ustalenie markeréw morfometrycznych odpowiadajacych roznym stadiom
rozwoju mikrospor. Diugos¢ pakow kwiatowych jest dogodnym i dostatecznie
pewnym markerem, odpowiednio charakteryzujacym faze mikrospor, dlatego
w naszych badaniach wykorzystywalismy ten parametr.
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Analiza cytologiczna roslin donorowych wykazata, ze charakter rozwoju
mikrospor jest swoisty dla kazdego genotypu. U mieszancdw 268 i 269 mikrospory
w pylnikach rozwijaty si¢ synchronicznie — w tym samym pylniku obserwowano
tylko mikrospory bedace w dwdch stadiach. Dlatego fatwo bylo dobraé paki
kwiatowe, w ktorych wiekszos¢ mikrospor jest w pdznym jednojadrowym stadium
rozwoju. Do izolowania mikrospor najbardziej odpowiednie byty paki kwiatowe
o0 dtugosci 3,8 mm (u mieszanca 268) i 3,6 mm (u mieszanca 269). Natomiast
mieszaniec 274 charakteryzowat si¢ asynchronicznym rozwojem mikrospor —
w tym samym pylniku obserwowano mikrospory w trzech, a nawet w czterech
stadiach (rys. 4). Utrudniato to wybdr pakéw kwiatowych zawierajacych potencjal-
nie embriogeniczne mikrospory — do izolowania mikrospor pobierano paki
o dtugosci 3,6-4,0 mm.

WJ — stadium wczesne jednojadrowe — early uninucleate stage
PJ — stadium p6zne jednojadrowe — late uninucleate stage

Rys. 4. Asynchroniczny rozwdj mikrospor w pylniku u mieszanca 274 — Hybrids 274 microspores
asynchronous development

Obserwujac embriogeneze w Kkulturach izolowanych mikrospor u badanych
genotypow stwierdzono, ze do piatego dnia u wszystkich mieszahcow proces
przebiegat analogicznie: embriogeniczne mikrospory dzielity si¢ i zaczety formo-
wac sie globularne zarodki. Proces embriogenezy u mieszanca 274 na tym etapie
byt zahamowany, by¢ moze na skutek asynchronicznego rozwoju mikrospor.
W mieszaninie mikrospor znajdujacych si¢ w réznych fazach rozwojowych,
mikrospory nieembriogenne wydzielaja inhibitory hamujace proces embriogenezy
mikrospor embriogennych (Kott i in. 1988a).
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Mozna twierdzi¢, ze proces embriogenezy zalezy nie tylko od stopnia zsyn-
chronizowania rozwoju mikrospor, ale i zdolnosci genotypu donora do zmiany
kierunku rozwoju gametofitowego na sporofitowy. Chociaz do krzyzowan przy
tworzeniu mieszancow 268 i 269 byty wykorzystywane te same odmiany (Star x
Bolero i Bolero x Star), reakcje tych donoréw odnosnie izolacji mikrospor byty
rozne. To jeszcze raz potwierdza fakt, ze proces embriogenezy w kulturze izolo-
wanych mikrospor zalezy gtéwnie od genotypu konkretnej rosliny donorowej.
Podwojone haploidy otrzymano na drodze kolchicynowania roslin haploidalnych.

Ocena wartosci hodowlanej linii DH rzepaku jarego

Kazda linia DH reprezentuje unikalne rekombinacje genetyczne form rodzi-
cielskich. Dlatego linie DH rzepaku jarego uzyskane metoda kultur izolowanych
mikrospor odznaczaty sie wielkim zr6znicowaniem badanych cech jakosciowych.
Zmiennos¢ cech jakosciowych nasion i masy 1000 nasion u linii DH odzwier-
ciedlaja powiazania korelacyjne rdéznego Kierunku: zawartosci biatka i ttuszczu —
silna ujemna korelacja, masy 1000 nasion i zawartosci ttuszczu — silna ujemna
korelacja, masy 1000 nasion i zawartosci biatka — silna dodatnia korelacja
(Burbulis i in. 2001).

Badano skfad kwasow ttuszczowych nasion DH i oceniono powiazania miedzy
roznymi wskaznikami jakosciowymi. Tak wigc zawartos¢ ttuszczu u DH byla
dodatnio skorelowana z kwasem oleinowym i ujemnie z kwasem linolowym,
stwierdzono réwniez ujemna korelacje miedzy suma kwaséw nasyconych a suma
kwasu oleinowego i linolowego. Przy zwigkszeniu zawartosci w nasionach sumy
kwasow oleinowego i linolowego 0 1%, suma kwaséw nasyconych zmniejsza sie
0 0,27% (Burbulis i in. 2001).

W nasionach wszystkich linii DH stwierdzono mniejsza zawartos¢ glukozyno-
lanéw (13,75-17,45 umol-g™) anizeli u odmian rodzicielskich (19,45-19,51 pmol-g™)
i roslin donorowych (20,13-20,85 pmol-g™). Miedzy zawartoscia glukozynolanéw,
tluszczu i biatka odnotowano silne powiazania korelacyjne (rys. 5). Przy
zwiekszeniu zawartosci glukozynolanéw w nasionach linii DH rzepaku jarego
0 1 umol-g™, zawartos¢ ttuszczu zmniejsza si¢ 0 0,91%, a biatka zwigksza si¢ 0 1,09%.

Na podstawie wynikow oceny jakosci nasion linii DH rzepaku jarego
wyselekcjonowano 5 podwojonych haploidéw, ktérych nasiona zawieraja wiecej
ttuszczu, mniej glukozynolandw i odznaczaja sie wieksza suma kwasow oleino-
wego i linolowego.
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Rys. 5. Korelacje pomigdzy zawartoscia glukozynolanéw a ttuszczu i biatka w nasionach linii DH
rzepaku jarego —Correlation between glucosinolates and fat and protein content in seeds of DH lines

Whnioski

Odwrotne krzyzowania miedzyodmianowe sa efektywna metoda w hodowli
rzepaku jarego. Zastosowanie tej metody umozliwito wyhodowanie plennej,
odznaczajacej sie dobra jakoscia nasion odmiany rzepaku jarego Auksiai.

Stopien synchronizacji rozwoju mikrospor w pylnikach jest zdeterminowany
genetycznie i zalezy od genotypu.

Wydajnos¢ embriogenezy w kulturze izolowanych mikrospor rzepaku jarego
zalezy od zsynchronizowania rozwoju mikrospor i zdolnosci genotypu donora
do zmiany kierunku rozwoju z gametofitowego na sporofitowy.

Tworzenie podwojonych haploidéw rzepaku jarego jest wydajna metoda
zwigkszenia rdznorodnosci genetycznej materiatu wyjsciowego w hodowli.

Conclusion

Intervarietal reciprocal crossings is an effective method in spring oilseed rape
breeding. The application of this method allowed for the breeding of high
yielding spring oilseed rape variety Auksiai characterized by good seed quality.
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2. The degree of synchronization of microspore development is genetically
determined and depends on a genotype.

3. The efficacy of embriogenesis in the culture of isolated microspores of spring
oilseed rape depends on the synchronization of microspore development and
the ability of donor genotype to change from gametophytic to sporophytic
developmental course.

4.  Creation of doubled haploids of spring oilseed rape is an efficient method of
increasing the genetic variability of initial materials in breeding.
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