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Mieszance cytoplazmatyczne rzepaku
— selekcja roslin meskosterylnych z podwyzszonag
w stosunku do CMS ogura zawartoscia chlorofilu

Cytoplasmic hybrids of rapeseed — selection of male sterile plants
with enhanced, compared with CMS ogura, chlorophyll content

Badano potomstwo generatywne roslin zrege-
nerowanych po fuzji protoplastow izolowanych
z linii meskosterylnej (CMS ogura) i odmiany
Bolko (rosliny meskoptodne). Analize zawar-
tosci chlorofilu przeprowadzono u 1054 roslin
pochodzacych od 39 roslin matecznych. Wszyst-
kie rosliny (analizowane i kontrolne) przed
pomiarami chlorofilu byly poddane przechto-
dzeniu przez 4 tygodnie w 4°C. Sposéréd
testowanych roslin wybrano 54 rosliny mie-
szancowe, charakteryzujace si¢ znacznie
wyzsza niz $rednia dla CMS zawartoscia
chlorofilu w warunkach niskiej temperatury
i budowa kwiatow typu CMS. Najwyzsze
zawartosci chlorofilu (przekraczajace maksy-
malna zawartos¢ chlorofilu u CMS) uzyskano
u 12 roslin pochodzacych z 10 roslin matecz-
nych. Wszystkie miaty kwiaty typu CMS oraz
wytwarzaty cztery, dwa lub nie wytwarzaty
miodnikow.

Progeny of plants regenerated after fusion
of protoplasts isolated from male sterile (CMS
ogura) line and cultivar Bolko has been
analysed for chlorophyll content, type of
flowers (male sterile vs. male fertile) number of
nectaries and the nectar production. All plants
were treated with low temperature (4°C) four
weeks  prior to  chlorophyll  analysis.
Chlorophyll content determined in 1054 plants
(derived from 39 plants R;) was the basis for
selection of 54 recombinants. All those plants
had chlorophyll content much higher than
average for CMS as well as male sterile type of
flowers. Twelve plants (derived from 10
independent mother plants) exceeded upper
level of chlorophyll in CMS and developed
male sterile type of flowers (degenerated
anthers) with two, four or none nectaries.

Wstep

U rzepaku znanych jest kilka systemow meskiej sterylnosci. Istotnymi
cechami decydujacymi o przydatnosci takiego systemu w programie hodowli
odmian heterozyjnych jest stabilnos¢ meskiej nieptodnosci oraz dostepnos¢ form
restorujacych i dopetniajacych. Wszystkie te podstawowe wymagania spetnia typ
ogura cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (Bartkowiak-Broda 1991). Rosliny
tego typu sa mieszancami alloplazmatycznymi Raphanus sativus (meskonieptodna
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cytoplazma) i Brassica napus (jadrowy genom rzepaku). Negatywna cecha istotnie
ograniczajaca przydatnos¢ tego systemu sa deficjencje chlorofilowe, szczeg6lnie
wyraznie widoczne w warunkach obnizonej temperatury. Dodatkowo, formy
meskosterylne maja zredukowana liczbe miodnikéw i obnizone wydzielanie
nektaru. Cechy te posrednio, negatywnie wplywaja na produktywnos¢ roslin.
Skorygowanie ich, a przede wszystkim usuniecie deficjencji chlorofilowych,
okazato sie mozliwe przez fuzje protoplastéw roslin CMS i roslin meskoptodnych
(Pelletier i in. 1983).

Celem pracy byto uzyskanie somatycznych rekombinantow cytoplazma-
tycznych taczacych ceche meskiej nieptodnosci ze zdolnoscia do normalnego
rozwoju chloroplastéw.

Material i metody

W badaniach uzyto roslin zregenerowanych po fuzji protoplastow linii CMS
ogura z protoplastami odmiany rzepaku ozimego Bolko oraz potomstwa tych
roslin. Mierzono zawartos¢ chlorofilu w lisciach, opisywano ich kolor, typ
kwiatdw, liczb¢ miodnikéw i szacowano ilos¢ wydzielanego nektaru. Wyniki
pomiaréw chlorofilu, oceng wizualna lisci oraz opis pozostatych cech odnoszono
do rosnacych w tych samych warunkach roslin kontrolnych (CMS ogura i odmiana
Bolko). Przedstawione wyniki zebrano dla roslin zregenerowanych z tych fuzji,
gdzie komponentem decydujacym o regeneracji byty protoplasty linii CMS.
Oznaczato to, ze zdecydowana wigkszos¢ zregenerowanych roslin byta typu CMS
(meskonieptodne kwiaty i zaburzona synteza chlorofilu) i ich selekcje prowadzono
w kierunku zwigkszonej zawartosci chlorofilu.

Chlorofil mierzono wedtug zmodyfikowanej metody Moran i Porath (1980).
Z najmtodszego dobrze rozwinietego liscia (najczesciej byt to trzeci lub czwarty
lis¢ liczac od srodka rozety) wycinano trzy krazki korkoborem o $rednicy 7 mm
i zalewano je 1,5 ml N,N-dwumetyloformamidu. Po 24 godzinach ekstrakcji
mierzono absorbcje dla diugosci fal 646,8 nm, 663,8 nm oraz 750 nm. Zawartos¢
chlorofilu obliczano wedtug wzoru:

chlorofil a + b [mg/dm?] = 17,67 x (A646,8 — A750) + 7,12 x (A663,8 — A750)

W doswiadczeniu polowym liscie do pomiaru pobierano pdzna jesienia
(od 20 listopada do 10 grudnia). W tym samym czasie pobierano liscie i mierzono
chlorofil w roslinach kontrolnych (po 50 roslin CMS i odmiany Bolko).
Jednoczesnie opisywano ich kolor i porownywano z kontrola. W doswiadczeniu
w fitotronie rosliny rosty w temperaturze 16°C i fotoperiodzie dnia i nocy
16/8 godzin przez 3 tygodnie. Nastepnie obnizano temperature do 10°C pozosta-
wiajac bez zmian intensywnos¢ oswietlenia i dtugos¢ fotoperiodu. Po dalszych
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2 tygodniach wzrostu temperature obnizano do 4°C, redukowano o$wietlenie do
% oswietlenia petnego i zmieniano fotoperiod dnia i nocy na 14/10 godzin. Opis
koloru lisci oraz pobranie prébek do ekstrakcji i pomiaru chlorofilu wykonano po
4 tygodniach traktowania roslin niska temperatura.

Woyhbrane rosliny jarowizowano w komorze-chtodni w temperaturze 4°C. Po
osmiu lub wiecej tygodniach jarowizacji rosliny wysadzano w pole lub do fitotronu
i doprowadzano do kwitnienia. U roslin kwitnacych opisywano typ kwiatéw, liczbe
miodnikdéw i szacowano ilos¢ wydzielanego nektaru.

Wyniki

Warunki testowania roslin w fitotronie lub okres pobierania lisci w doswiad-
czeniu polowym na zawartos¢ chlorofilu byty tak dobrane, aby jak najlepiej
roznicowaty rosliny kontrolne CMS i Bolko. Wszystkie dane zbierane byty wtedy,
kiedy mozna byto wizualnie tatwo odrozni¢ jasnozielone-zotte rosliny CMS od
zielonych—ciemnozielonych roslin Bolko. Mierzone zawartosci chlorofilu réwniez
wyraznie réznicowaty obydwie grupy roslin kontrolnych. We wszystkich
doswiadczeniach zakresy zawartosci chlorofilu w obydwu grupach kontrolnych
zawsze si¢ wykluczaty. Oznaczato to, ze maksymalna zawartos¢ chlorofilu u roslin
CMS byta zawsze nizsza od minimalnej zawartosci chlorofilu u odmiany Bolko.
Z obserwacji tej wynikato gtowne kryterium selekcji: selekcjonowano rosliny,
u ktorych ilos¢ chlorofilu przekraczata najwigksza mierzong zawartos¢ chlorofilu
u roslin CMS w danym doswiadczeniu. W tabelach wielkos¢ te przedstawiono jako
procent maksymalnej zawartosci chlorofilu u roslin CMS. We wszystkich przypad-
kach zawartos¢ chlorofilu u wybranych roslin byta znacznie (czasami kilkakrotnie)
wyzsza od sredniej zawartosci chlorofilu u roslin CMS.

W tabeli 1 zebrano dane okreslajace pochodzenie i czestos¢ wystepowania
wyselekcjonowanych roélin. Dane przedstawione dla doswiadczenia polowego
obejmuja tylko te przypadki, gdzie przezyta przynajmniej jedna roslina. Test
w fitotronie dla pokolenia R, byt kontynuacja testu polowego, w ktérym wiekszosé
roslin wymarzta (mrozna zima 95/96). W zwiazku z tym wybor roslin ograniczono
tylko do potomstwa tych roslin Ry, ktére wysiano i byty opisane w doswiadczeniu
polowym. W fitotronie testowano 383 rosliny pochodzace z 32 roslin Ry zregene-
rowanych z czterech niezaleznych eksperymentow fuzji. Dalsza cze$¢ testu
w fitotronie przeprowadzona byfa na potomstwie roslin wybranych wczesniej
(pokolenie R;3). Ostatnia czgs¢ tabeli 1 zawiera opisy roslin R, i Rz wybranych
w obydwu wczesniejszych testach i przeznaczonych do dalszej analizy.



Tabela 1

Pochodzenie, liczby analizowanych roslin oraz liczba selekcjonowanych roslin pokolenia R, i R; ze wzgledu na podniesiony
w poréwnaniu z kontrola CMS poziom chlorofilu — Origin, number of analysed and selected plants R, and R; with enhanced
(compared with CMS) chlorophyll content

Doswiadczenie polowe

Doswiadczenie w fitotronie

Rogliny Field experiment Growth chamber experiment Wybrane rogliny
Plants liczba roslin pokolenia R, liczba roglin R, liczba roslin Ry Selected plants
Ry number of R, plants number of R, plants number of R; plants
wysadzo- | po zimie | wybra— | nrrosliny | testowa— [wybranych| testowa— |wybranych| pokolenie nr rosliny
nych |after winter| nych plant nych selected nych selected |generation plant number
planted *x selected number tested tested
F1/2 160 10 2 8 PI 30 1 R; 7FII
F1/3 120 1 1 37 -
F1/4 280 7 2 18 PI 55 1 R3 232 FlI
F1/5 180 10 2 19 PI 37 1 R3 267 FlI
29 PI 82 R; 434 FlI
FI/1 130 8 1 50 -
8 1 R,
F9/2 12 -
Fo9/3 120 14 1 52 -
9 -
F9/5 80 31 6 18 -
2 —
Fa/6 80 13 2 63 PI 22 - 197, 198, 203, 204, 205
68 PI 53 6 R3; FIl, 141 FlI
56 3 R, 441 FI, 443 FII, 105
Fo/7 80 9 1 52 -
14 -
Fo/8 80 3 1 26 -
14 -
Fa/9 4 1 1 82 PI 53 1 R3 422 FII
F9/12 8 -




F9/15 37 -

F9/16 1 =

F12/2 8 -

F12/3 47 2 R,

F12/4 10 -

F12/5 10 1 R,

F12/6 10

F12/7 8 =

F12/8 8 -

F12/9 11 =

F12/12 8 —

F12/13 8 =

F12/14 9 -

F12/16 10 =

F12/17 10 -

F12/18 8 =

F12/19 7 -

F12/20 6 =

F12/21 7 -

F12/23 10 =

F12/24 12 1 R, 211 FHI
F12/26 80 86 PI 57 4 R; 258 FI, 265 FI, 189 FII,

448 FIII
87 PI 67 1 R3 274 FI

F23/2 70 88 PI 46 4 R3 46, 77,513 FI, 514 FI
F23/3 80 90 PI 22 1 R; 202 FllI
2.6/12 9 - 9 -

2.6/12F 6 1 R, 316 FlI
* — Wyttuszczono te przypadki, gdzie poszukiwane rekombinanty wystepowaty w trzech kolejnych pokoleniach

Bold numbers indicate enhanced chlorophyll content in three subsequent generations
** — mrozna zima 95/96 — severe winter 95/96
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W doswiadczeniu polowym wysiano 5000 nasion. Pochodzity one z 70 roslin
zregenerowanych po 9 eksperymentach fuzji. Przezimowato 113 roslin bgdacych
potomstwem 14 roslin R;. Z potomstwa czterech roslin Ry z fuzji F1 wybrano
siedem roslin. W tabeli 1 przedstawiono numery tylko czterech z nich, poniewaz
tylko w potomstwie tych roslin w toku dalszej analizy znaleziono odpowiednie
rekombinanty. Uwagg zwracaja rosliny F1/4 i F1/5. Wywodzace si¢ z nich potoms-
two trzech roslin (18 PI, 19 PI i 29 PI) wybranych w doswiadczeniu polowym
testowano w fitotronie. Z 55, 37 i 82 roslin potomnych wybrano po jednej roslinie
232 FIl, 267 FIl i 434 Flll. Rosliny te zawieraty wigcej chlorofilu niz wynosita
maksymalna zawartos¢ dla roslin CMS (rys. 1). Dodatkowo dwie pierwsze
w ocenie wizualnej po 6 miesiacach chtodzenia byly wyraznie ciemniejsze od
roslin CMS. Kwiaty rosliny 232 FIl posiadaty dwa mate miodniki, ale nie
zauwazono wydzielania nektaru.
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Rys. 1. Wzgledna zawartosé chlorofilu (wyrazona w %) u wyselekcjonowanych roslin w poréwnaniu
z maksymalna zawartoscia chlorofilu w kontroli CMS przyjetej jako 100%. Dla $rednich wartosci
CMS i Bolko podano odchylenie standardowe (pionowe linie) — Relative chlorophyll content in
selected and control plants compared with the highest chlorophyll content in CMS assumed as 100%.
Vertical bars represent standard deviation of average chlorophyll content in CMS (srCMS) and Bolko
(sr Bolko)

Z fuzji F9 testowano potomstwo 11 roslin. Wybrano 13 roslin w doswiad-
czeniu polowym i 4 w fitotronie. W dwaoch przypadkach: F9/6 i F9/9 znaleziono
odpowiednie rekombinanty zaréwno w pokoleniu R; jak i Rs. Wsréd 53 roslin
potomnych pochodzacych od 68PI wyodrebniono 6 roslin o znacznie podwyz-
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szonym poziomie chlorofilu, z ktérych jedna, 204FIl (rys. 1) osiagneta zawarto$¢
zblizona do $redniej odmiany Bolko. Rosliny utrzymywane przez 6 miesiecy
w chtodni do jarowizacji byty wyraznie ciemniejsze od trzymanych w tych samych
warunkach roslin CMS. Wszystkie rosliny, z wyjatkiem 198FIl miaty kwiaty
z dwoma miodnikami i wydzielaty nektar. Dodatkowo testowano 56 roslin R,
pochodzacych z F9/6, z czego wybrano 3 rosliny. Z potomstwa rosliny 82PI
wyselekcjonowano rosline nr 422FIl o zwigkszonej zawartosci chlorofilu
i wyraznie ciemniejszej od roslin CMS po 6 miesiacach chtodzenia.

Z fuzji F12 testowano nasiona dwudziestu roslin Ry, z czego nasiona 19 z nich
testowano tylko w fitotronie. W dwoch przypadkach (F12/3 i F12/5) wybrano
3 rosliny z zawartoscia chlorofilu nieznacznie przekraczajaca maksymalna dla
CMS. W potomstwie rosliny F12/26 wyodregbniono dwie (86P1 i 87PI), ktdrych
potomstwo rowniez zawierato poszukiwane rekombinaty. W pierwszym przypadku
— 86PI z testowanych 57 roslin wybrano cztery o wysokim i bardzo wysokim
poziomie chlorofilu. Sa to rosliny 258FI, 265FI, 189FIIl, 448FIIl (rys. 1). Jedna
z nich wykazuje zawarto$¢ chlorofilu zblizona do éredniej Bolka. W przypadku
drugim — 87PI sprawdzono 67 roslin nastepnego pokolenia, wsrod ktorych
znaleziono jedna o poszukiwanej charakterystyce. Obecnosé roslin znacznie prze-
kraczajacych maksymalny poziom kontroli czyni z tej grupy obiecujacy materiat
do dalszej selekcji.

Potomstwo dwdch roslin (F23/2 i F23/3) z kolejnej fuzji rowniez wykazato
formy o zwieckszonej zawartosci chlorofilu. Z 46 roslin pochodzacych z 88PI
wybrano cztery takie rekombinanty, a z potomstwa rosliny 90PI, gdzie testowano
22 rosliny, wybrano jedna. Wszystkie rosliny pokolenia Rz miaty po dwa miodniki
i wydzielaty nektar.

Rysunek 1 prezentuje wzgledna zawarto$¢ chlorofilu u wybranych roslin
w stosunku do maksymalnej zawartosci u roslin kontrolnych CMS. Za 100%
przyjeto maksymalna zawartos¢ chlorofilu u kontroli CMS w danym doswiadcze-
niu. Druga kolumna przedstawia wzgledna srednia zawartos¢ chlorofilu i odchy-
lenie standardowe u roslin CMS. Dwie nastgpne kolumny to minimalna zawartosé¢
chlorofilu u odmiany Bolko oraz srednia zawartos¢ plus odchylenie standardowe u
Bolko. Dane dla roslin kontrolnych pochodza z pomiaréw 38-48 roslin w trzech
niezaleznych doswiadczeniach fitotronowych. Przyjmujac maksymalna zawartosé
chlorofilu u roslin CMS za 100%, najnizsza zawarto$¢ u roslin odmiany Bolko
wynosita 106%, a srednia — 163% z odchyleniem standardowym 36%. Pozostate
kolumny przedstawiaja zawartosci chlorofilu u niektérych roslin, wybranych
w trakcie selekcji (tab. 1). U dwunastu roslin chlorofil przekroczyt maksymalna
wartos¢ mierzona u roslin typu CMS. W dwoch przypadkach (rosliny 204FI11
i 448FIIl) zawartos¢ chlorofilu znacznie przekraczata najnizszy poziom
stwierdzony u roslin CMS i byta poréwnywalna ze srednimi wartosciami dla roslin
odmiany Bolko.
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Whioski

1. W analizowanych roslinach stwierdzono szeroki zakres zmiennosci zawartosci
chlorofilu, przekraczajacy poziom chlorofilu u roslin kontrolnych CMS.

2. Czestos¢ wystepowania poszukiwanych rekombinantéw wahata sie od 0,01 do
0,1. Nie zauwazono aby rozktad tych czestosci zalezat od pochodzenia badanej
rosliny lub pokolenia.

3. W potomstwie przynajmniej pigciu roslin zregenerowanych po fuzji proto-
plastow wystapity rekombinanty o kwiatach typu CMS i podwyzszonej

w stosunku do kontroli CMS zawartosci chlorofilu. Rekombinanty te pojawiaty
si¢ w trzech nastepujacych po sobie pokoleniach.
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