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Wstep

Samoniezgodno$¢ homomorficzna jest genetycznie uwarunkowanym mecha-
nizmem zabezpieczajacym rosliny przed samozaplodnieniem. Pozwala on sclek-
cjonowac pylek padajacy na znamig stupka i hamowaé kietkowanie pytku o nic-
wladciwym genotypie, nie dopuszczajgc do zaptodnienia. W ten sposéb prefero-
wane jest krzyzowe zaplodnienie i ciagla wymiana alleli pomigdzy osobnikami
tego samego gatunku. U Cruciferae, a takze u 5 innych rodzin (Compositae, Con-
volvulaceae, Betulaceae, Caryophylaceae 1 Sterculiaceae) wyst¢puje samoniezgod-
no$¢ sporofityczna, w ktérej fenotyp pylku determinowany jest przez diploidalny
genom ro$liny macierzystej. Pylek ujawnia zatem ekspresje obydwu alleli genéw
samoniezgodnoSci.

Od szeregu lat prowadzone sg badania nad interakcjg pytek — znamig stup-
ka w celu zrozumienia mechanizmu rozpoznawania i odrzucania niezgodnego
pytku. Najwiecej informacji na ten temat uzyskano u Brassica oleracea i Brassica
campestris [BEDNARSKA 1992]. W znamieniu shipka zidentyfikowano obecnosé
dwoch biatek S: sekrecyjnej glikoproteiny oraz transbtonowej kinazy scrynowo-
treoninowej, zaangazowanych w proces samoniezgodnosci. Bialka te wspdldzialajg
w odbieraniu sygnatu z pytku i przenoszeniu informacji do komérek wyrostko-
wych znamienia, w ktérych zachodzi rozpoznanie 1 odrzucenie niczgodnego pytku
[KRZYWICKA, KOWALCZYK 1998]. Synteza biatek S rozpoczyna si¢ w stupku najczes-
ciej na 2-3 dni przed otwarciem si¢ kwiatu, osiggajac najwyzszy poziom na po-
czatku pylenia. Po zapyleniu roélin w otwartym kwiecie odrzucenie niezgodnego
pyiku jest dod¢ szybkie i odbywa sig na powierzchni znamienia. Pylek nie ulega
adhezji 1 nie kietkuje, albo kietkujaca tagiewka nie przenika przez papille znamie-
nia. W takich przypadkach obserwuje si¢ wystgpienie reakcji kalozowej, czyli syn-
tezy kalozy na wierzchotku fagiewki pytkowej oraz w Scianiec wyrostkéw znamicnia
kontaktujacych si¢ z niezgodnym pytkiem [ROBERTS i in. 1984].
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Wymicnione biatka kodowane sg przez geny: SLG (S-locus glycoprotein
[NASRALLAH i in. 1987]) i SRK (S-locus receptor kinase [STEIN i in. 1991]), lezgce w
bliskicj odlegloici w obrgbie pojedynczego lecz o kompleksowej strukturze mole-
kularnej locusa S [BOYEs, NASRALLAH 1993; CABRILLAC i in. 1999]. Obek wymicnio-
nych genéw zidentyfikowano jeszcze gen SLA (S-locus anther [BOYES, NASRALLAH
1995]), przypuszcza si¢ takze istnienie innych genéw zaangazowanych w proces
samoniezgodno$ci. U Brassica oleracea opisano wiele allelicznych form locusa S,
wyr6zniajac okoto 60 haplotypéw [OCKENDON 1975; BRACE i in. 1994]. W materia-
tach hodowlanych stwierdza si¢ w zwiazku z tym zréznicowane natezenie samo-
niezgodnoscel u réznych linii.

Zjawisko samoniczgodnoéci jest wykorzystywane w hodowli kapusty do two-
rzenia mieszafcow heterozyjnych, ktére otrzymuje si¢ po skrzyzowaniu odpo-
wicdnio wyselekcjonowanych linii rodzicielskich [HOSER-KRAUSE 1968, 1972]. Linie
te powinny posiadac stabilnie dzialajacy system samoniezgodnosci. Geny warun-
kujgce t¢ ceche wykazuja jednak pewna labilno$é, zaleZna miedzy innymi od ge-
notypu rofliny i czynnikéw Srodowiskowych. Prowadzi to do pojawienia sie¢ wéréd
micszaficow lakze roslin o fenotypic linii matecznej, co dyskwalifikuje uzyskanc
nasiona. W hodowli kapusty konieczna jest wigc kontrola samoniezgodnosci u
linii wytypowanych do tworzenia mieszancéw. Jest to wazne, zwlaszcza gdy roéli-
ny rosng w zréznicowanych warunkach klimatycznych, mogacych mie¢ wplyw na
czgSciowe przetamywanie samoniezgodnosci. Oceng¢ mozna wykonywaé réznymi
metodami (biologiczna, biochemiczng i molekularna), kazda z nich ma jednak
pewne ograniczenia [RUFFIO-CHABLE 1998]. Stosowana jest takze metoda fluores-
cencyjna, ktéra okazata si¢ przydatna w testowaniu linii kalafiora [Dyk1 1978;
RUFFIO-CHABLE 1998].

Celem niniejszej pracy byla ocena przydatnosci metody fluorescencyjnej do
szybkicj analizy stabilno$ci cechy samoniezgodnoéci u linii hodowlanych kapusty
glowiastej bialej.

Materiat i metody

Do badan wytypowano 10 linii hodowlanych kapusty glowiastej biatej, uzys-
kanych z Krakowskiej Hodowli i Nasiennictwa Ogrodniczego ,,Polan” Sp. z o.o.
Pe¢dy kwiatostanowe otrzymano na drodze uprawy systemem giéwkowym. Rosliny
po wejsciu w fazg rozwoju generatywnego zostaly umieszczone w komorach fito-
tronowych w temperaturze 12 lub 23°C oraz wilgotnosci wzglednej powietrza 60
lub 90%. Rosliny rosty na dlugim 16-godz. dniu przy doswietlaniu lampami meta-
lohalogenkowymi (moc lamp 9,6 kW na komorg). Zapylenia wsobne wykonywano
zardbwno w otwartych kwiatach, jak réwniez w pgkach kwiatowych na 2-3 dni
przed ich otwarciem. Stupki do analizy pobierano po 24 godzinach od zapylenia.
Macerowano je w 1 mol NaOH-dm= w temperaturze 37°C przez okres od 2-4
godz. oraz barwiono w blekicic anilinowym (100 mg blekitu anilinowego rozpusz-
czonego w 100 ml buforu K,PO, o pH 7,2-74) przez 24 godz. Po wyplukaniu w
buforze fosforanowym stupki rozgniatano w kropli gliceryny. Obserwacje prepara-
tow przeprowadzono w mikroskopie fluorescencyjnym typu Jenalumar (prod.
Zcissa) z zastosowanicm promieniowania wzbudzajacego o dhugosci fali 360 nm.
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Wyniki i dyskusja

Samoniezgodnos$¢ u badanych linii kapusty zalezata gléwnic od genotypu, a

mechanizm odrzucania niezgodnego pyltku polegal przede wszystkim na braku

Rys. 1.

Fig. 1.

Metoda fluorescencyjna w badaniach nad samoniezgodnoscia u Brassica olera-
cea: a) brak Erzytwierdzania sig ziaren pytku do znamienia stupka po zapyleniu
w otwartym kwiecie, b) odpowiedz kalozowa, ¢} tagicwki pytkowe penctrujgee
stupek po zapyleniu w paku, d) lagiewka pytkowa docierajaca do zalgzni

Fluorescent method to examination of self-incompatibility in Brassica oleracea:
a) few pollen grains on stigma after self-pollination of Ilower, b? the callose
response in pollen tube, ¢) pollen tubes penetrating pistil after self-pollination
of tlower bud, d) pollen tube grows into ovule



Tabela 1; Table 1

Liczba stupkéw (%) wykazujacych obecnos¢ tagiewek pytkowych po samozapyleniu otwartych kwiatéw badanych linii kapusty glowiaste]

Percentage of styles containing pollen tubes following incompatible open flower self-pollination of ten examined cabbage lines

Temperatura powietrza; Air temperature

12°C 23°C
Wilgotno$§é powietrza; Air relative humidity Wilgotno$¢ powietrza; Air relative humidity
Linie 60% 90% 60% 90%
Lines - - - - P
liczba zapylonych Shlp,k i (%) . liczba zapylonych Shlp.kl (%). liczba Shlp.kl (%). liczba zapylonych Shl.pkl (%?
P z tagiewkami P z tagiewkami zapylonych z fagiewkami P z tagiewkami w
stupkéw; number L stupkéw; number .. ; . stupkéw; number L.
. w zalazni; styles . w zalazZni; styles shupkow w zalazni; styles . zalazni; styles
of pollinated 2 of pollinated S . of pollinated .
stvles (%) containing styles (%) containing | number of pol- | (%) containing styles (%) containing
¥ pollen tubes ¥ pollen tubes linated styles pollen tubes ¥ pollen tubes

1 8 0 16 0 16 0 15 7
2 16 0 16 7 17 0 16 0
3 20 0 15 0 18 6 15 11
4 16 0 16 0 16 0 16 0
5 24 54 8 25 15 14 16 57
6 16 0 15 0 16 0 16 6
7 16 27 15 60 16 0 16 25
8 8 50 14 9 15 10 16 0
9 16 13 15 0 16 33 16 23
10 16 7 15 0 8 0 - -
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przytwicrdzania si¢ ziaren pytku do papilli pokrywajacych znamig¢ stupka, pomi-
mo obfitego zapylenia (rys. 1a). U czgsci roélin obserwowano takze odpowicd/
kalozows, czyli syntez¢ kalozy na wierzchotku tagiewki pytkowej i w Scianie papil-
Ii (rys. 1b). Wsréd 10 linii tylko jedna wykazywala catkowitg stabilnos$é we wszyst-
kich zastosowanych kombinacjach temperatury i1 wilgotnosci powictrza (tab. 1). U
5 linii przelamywanie samoniezgodnosci obserwowano w niewiclkim stopniu —
fagiewki byly obecne w 3-11% stupkéw, przy czym liczba tagiewck pytkowych w
poszezegdlnych stupkach wahata sig od 5 do 15. U pozostatych 4 linii stwierdzono
wyrazng labilnos¢ tej cechy, przy czym warunki wzrostu (temperatura i wilgotnosé
powietrza) w rézny sposéb wplywaty na poszezegdlne genotypy. Wyniki uzyskanc
w metodzie fluorescencyjnej byly w duzym stopniu zbieZzne z danymi otrzymanymi
na podstawie metody biologicznej, polegajacej na obserwacji wigzania nasion
(wspdlczynnik korelacji r = 0,66; rys. 2). Przewaga mectody fluorescencyjne;j
polega na znacznym skrdceniu czasu uzyskiwania wynikéw (z ok. 60 dni do ok.
48 godzin) oraz unikaniu wplywu czynnikéw Srodowiskowych (susza, zbyt wysoka
lub niska temperatura, choroby), ktére w znacznym stopniu moga modyflikowaé
plonowanie ro$lin.
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Rys. 2. Poréwnanie dwdch metod okreslania samoniezgodnosci 10 linii hodowlanych

kapusty: metody fluorescencyjnej - procentu stupkéw zawierajacych tagiewki
pyﬁ(owe oraz metody biologicznej — procentu tuszczyn zawicrajacych nasiona.
Rosliny rosty w temp. 12 i 23°C oraz przy wilgotnoSciach powietrza 60 i 90%

Fig. 2. Comparison of two methods of the self-incompatibility estimation in 10 bree-
ding lines of white cabbage: the fluorescent method based on the measurc-
ments of percentage of both styles with pollen tubes and siliques containing
seeds. The plants were grown at 12 & 23°C and at air relative humidity 60 &
90%

Po zapyleniach w paku (kiedy geny samoniezgodnosci jeszeze nie funkcjo-
nuja) obserwowano u wiekszosci genotypéw wysoka liczbg tagiewek penetrujacych
stupek (rys. 1c) i docierajacych do zalazkéw (rys. 1d), przy czym niZzsza tempera-
tura (12°C) byla efektywniejsza dla uzyskania wigkszej liczby nasion, mimo 7Z¢
lagiewki pylkowe rosly wolniej (hipoteza), tab. 2. Na uwage zastuguje fakt, zc li-



Tabela 2; Table 2

Liczba stupkow (%) wykazujacych obecnos¢ fagiewek pytkowych po samozapyleniu zamknigtych pakéw kwiatowych
badanych lini1 kapusty glowiastej

Percentage of styles containing pollen tubes following incompatible green bud seli-pollination of ten examined cabbage lines

Temperatura powietrza; Air lemperature
12°C 23°C
wilgotno§é powietrza; air relative humidity wilgotno$¢ powietrza; air relative humidity
. 60% 90% 60% 90%
Linie
Lines . . . stupki (%)
liczba zapylonych SmPkl (%). liczba zapylonych stu.pkl (%) . stgpkl (%). liczba zapylo- | z tagiewkami
P z tagiewkami w P z fagiewkami w | liczba zapylonych z tagiewkami w P .
stupkéw; number . stupkéw; number ey P e nych shupkéw w zalazni
. zalazni; styles . zalazni; styles (%) | stupkéw; number | zalazni; styles (%)
of pollinated 2 of pollinated . . . number of pol- | styles (%)
(%) containing containing pollen |of pollinated styles{ containing pollen . N
styles styles linated styles containing
pollen tubes tubes tubes
pollen tubes
1 8 50 15 34 14 33 16 50
2 15 9 13 8 15 45 16 0
3 16 33 16 0 16 33 16 9
4 16 46 16 25 16 75 16 63
5 24 42 8 0 16 22 16 75
6 16 33 16 42 16 50 17 84
7 16 50 16 37 16 50 7 50
8 8 40 16 55 16 80 16 59
9 16 28 16 0 16 82 15 50
10 17 38 16 42 8 100 - -
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nia stabilna pod wzgledem samoniezgodnosci bardzo dobrze wigzata nasiona po
zapyleniu w pagku. Moze byé wiec wartoéciowym genotypem do hodowti hetero-
Zyjnej. Zastosowana metoda okazata sig przydatna do szybkiej oceny stabilnosci
danego genotypu oraz do prognozowania efektywnosci zapyleni w paku.
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Stowa kluczowe:  Brassica oleracea, samoniezgodno$é, metoda fluorescencyjna
Streszczenie

Zastosowano metode fluorescencyjng do oceny stabilnoscei cechy samoniez-
godnoscei u 10 linti hodowlanych kapusty glowiastej biatej. Stwierdzono, ze zaréw-
no genotyp, jak i warunki termiczne (12, 23°C) i wilgotnosciowe (60, 90%) w cza-
sic kwitnienia 1 zapylania roslin wplywaly na ekspresje tej cechy. Tylko jedna z
badanych lini1 okazala si¢ catkowicie stabilna, u 5 nastgpowato przetamywanie tej
cechy w matym stopniu, natomiast 4 linie okazaly sig labilne. Zapylenia wykona-
ne w fazic zamknietych pakéw kwiatowych u czesci linii byly mato efektywne i
zréznicowanc w zaleznosci od temperatury i wilgotnosci powietrza. Metoda fluo-
rescencyjna okazala sie szybkim i stosunkowo latwym sposobem testowania linii
hodowlanych kapusty glowiastej biate;.
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Summary

Iluorescence technique was used for quantifying the level of self-incompa-
tibility of ten white cabbage (Brassica oleracea var. capitata) lines. Both, the ge-
notype and cnvironmental factors (temperature: 12, 23°C and relative humidity:
60, 90% during flowering and pollination) influenced the expression of self-in-
compatibility. Among examined plants, we identificd only one high and consis-
tent sclf-incompatible line. Five lines overcame the self-incompatibility barrier at
low frequency. Four others were labile. Green buds pollination was not effective
in the case of some lines and highly affected by temperature/relative humidity
conditions. Fluorescence technique proved a fast and relatively easy method of
testing self-incompatibility response in cabbage.
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