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Kariologiczna ocena mieszancow
Brassica napus L. x Brassica rapa L.
pod wzgledem stabilizacji cechy
70ltego zabarwienia nasion rzepaku

Karyological evaluation of Brassica napus L. x Brassica rapa L. hybrids
for stabilization of yellowseed trait in rapeseed

Celem analiz liczby chromosoméw u mie-
szancOw migdzygatunkowych resyntetyzowa-
nego Brassica napus x B. rapa byla selekcja
roslin dawcéw (2n = 38), odpowiednich do pro-
dukcji diploidalnych linii rzepaku o zbttych
nasionach. Stwierdzono duze réznice w soma-
tycznej liczbie chromosomoéw w obrebie danej
rosliny (miksoploidalnos¢) i pomiedzy réznymi
roslinami. Stopien ploidnosci w wierzchotkach
korzeniowych poszczegdlnych zéttych nasion
wahat sie od 20 do 40 chromosoméw. Dlatego
trudno byto o okreslenie doktadnej liczby chro-
mosomow. Rogliny, ktére mogly zosta¢ daw-
cami stanowity 3%. Podobne wyniki badan
kariologicznych uzyskano w przypadku regene-
rantéw, uzyskanych z kultur mikrosporowych.
Pomigdzy 51 spontanicznymi dihaploidami tylko
jedna roslina miata liczbe chromosomoéw réwna
38. Morfologia regenerantéw poréwnywana
byla z analizami cytologicznymi w celu
odrdznienia Brassica napus od Brassica rapa.

The aim of chromosome number analysis in
resynthetized B. napus x B. rapa hybrids was
the selection of donor plants (2n = 38) suitable
for the production of double—haploid lines of
yellow—seeded rapeseed. Many differences in
somatic chromosome number within one plant
(mixoploidy) and among different plants were
found. The ploidy level in root tips of
individual selected yellow seeds varied
approximately in the range from 20 to 40
chromosomes. Therefore, it was rather difficult
to establish the chromosome number exactly.
The amount of appropriate donor plants was
only 3%. Similar results of karyological
analysis were obtained in regenerated plants
derived from microspore cultures. Within 51
spontaneus dihaploids only one plant possessed
diploid chromosome number 38. The morphology
of regenerants was compared with cytological
evaluation in order to distinquish B. napus and
their hybrids with B. rapa.

Wstep

Niezbedna czynnoscia w dazeniu do uzyskiwania linii o dihaploidalnej liczbie
chromosoméw u rzepaku i innych gatunkéw z rodziny Brassicaceae jest
cytologiczna kontrola liczby chromosomoéw, poniewaz metoda ta jest niezawod-
nym Kryterium przy wstepnej ocenie uzyskanych regenerantow juz we wczesnych
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stadiach ich rozwoju (Vyvadilova i in. 1992). Wazne sa réwniez analizy kariolo-
giczne mieszancOw rzepaku i rzepiku wytworzonych w celu uzyskania rzepaku
z6ttonasiennego (Bechyn& 1995), poniewaz przy krzyzowaniu gatunkow oddalo-
nych dochodzi do zakt6cen w przebiegu mejozy, a potomstwo nie jest cytolo-
gicznie ustabilizowane. Oprdcz tych zmian moga wystepowaé nieregularnosci
w mitozie, bedace przyczyna tzw. aneusomatycznosci przejawiajacej sie znacznym
zroznicowaniem w liczbie chromosomow.

Celem niniejszej pracy byto dokonanie analizy kariologicznej mieszancéw
migdzygatunkowych rzepaku i rzepiku oraz dob6r dawcéw do pobrania mikrospor
przeznaczonych do uzyskiwania podwojonych haploidéw o ustalonej zotto-
nasiennosci.

Material i metody

Analizy Kkariologiczne wykonano u mieszancOw zoOitonasiennego rzepiku
jarego — Brassica rapa var. Yellow Sarson (2n =20, AA) z kapusta pastewna
— Brassica oleracea, cv. Furchenkohl (2n = 18, CC) z ciemnozoitymi nasionami,
krzyzowanych wstecznie z pierwsza forma rodzicielska Brassica rapa var. Yellow
Sarson.

Liczbe chromosomdw somatycznych okreslano w merystemach korzeni,
pobierajac je ze skietkowanych zéttych nasion. Do dalszej hodowli przeznaczono
jedynie rosliny posiadajace odpowiednia liczbe chromosomdw, swiadczaca o ich
mieszancowosci, tj. 29 chromozomach. Nastepnej oceny dokonywano na mtodych
lisciach dojrzatych roslin. Preparaty tkanki merystematycznej sporzadzano metoda
rozmazowa. Po przygotowaniu i utrwaleniu stozkow wzrostu korzeni chromosomy
barwiono przy pomocy reakcji Feulgena, natomiast dla lisci stosowano
acetoorceine.

Wyniki

Analizy kariologiczne przeprowadzono najpierw dla 104 korzeni pojawiaja-
cych sig przy wschodach. Nastgpnej oceny dokonywano na mtodych lisciach roslin
w pelni rozwoju wegetatywnego, poniewaz zaobserwowano, iz liczba chromoso-
moéw w tkance lisciowej nie zawsze jest jednakowa z liczba chromosomoéw
wystepujacych w tkance korzeniowej. Ponadto w wigkszosci przypadkow
stwierdzono miksoploidalnos¢ w obrebie samej tkanki (korzen albo lis¢), co
utrudniato doktadne okreslenie liczby chromosoméw w danej roslinie. W zwiazku
z tym, iz witasciwa liczba chromosomoéw 2n = 38 — charakterystyczna dla rzepaku,
stwierdzana byta w wyjatkowych przypadkach, do dalszej uprawy wybierano
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rosliny posiadajace liczbe chromosomoéw od 30 do 32. Z ogdlnej liczby 13 upra-
wianych roslin 3 zostaly wybrane do pobrania mikrospor i tak dla formy:
w wariancie 1/11 (2n = 30, 34) uzyskano 26 regenerantéw o liczbie chromosomow
od 10 do 36, forme 2/6 (2n = 36, 38) reprezentowato 76 wyprodukowanych roslin,
u ktérych liczba chromosoméw wynosita od 9 do 38, z formy 7/6 (2n = 30, 34, 38)
uzyskano 49 regenerantow (liczba chromosomoéw od 10 do 40). W przypadku
roslin regenerowanych, oprécz analiz kariologicznych, oceny ptodnosci i steryl-
nosci dokonywano obserwacji morfologicznych, aby byto mozliwe odrdznienie
rzepaku od rzepiku oraz ew. form przejsciowych pomigdzy nimi (tab. 1). Aspekty
te brano pod uwage przy dalszym doborze roslin przeznaczonych do kolchicy-
nowania w celu uzyskania roslin dihaploidalnych.

Tabela 1
Ocena cytologiczna i morfologiczna zmiennosci regenerantow kultur mikrosporowych
mieszancOw B. napus X B. rapa — Evaluation of cytological and morphological
variability in regenerants devrived from microspore culture of B. napus x B. rapa
hybrids

Forma Liczba Liczba Liczba ro$lin Liczba regenerantow
regenerantow | chromosomow | g napus | B.rapa | haploidalnych | dihaploidalnych
1/11 26 10-36 - 12 11 4
2/6 76 9-38 23 10 40 28
7/6 49 10-40 10 16 27 19

Kolejna grupa wybranych roslin ze zdolnymi do zaptodnienia kwiatami
i liczba chromosomdw przekraczajaca 30, uwazana byta za spontaniczne dihap-
loidy. Tylko w jednym przypadku stwierdzono liczbe chromosomow wynoszaca
38 i jednoczesnie ptodne kwiaty. U potomstwa wybranych roslin w dalszym ciagu
beda przeprowadzane obserwacje wystepowania zottych nasion. Wykonane zostana
takze obserwacje kariologiczne i morfologiczne wystepowania chimer, poniewaz
jak to wynika z ujawnionej miksoploidalnosci w przypadku jednej tkanki moga
wystapic¢ réznice w liczbie chromosomdw korzeni i lisci.

Dyskusja

Wyniki badan kariologicznych mieszancow rzepaku i rzepiku ujawnity duza
zmiennos¢, ktéra mozna zaliczy¢ do tzw. aneusomatycznosci. Zjawiskiem tym zaj-
mowat sie szczegotowo D’Amato (1995). Aneusomatycznosé jest uwarunkowana
genetycznie. Moze ona wystepowac u gatunkéw i odmian roslin, a dotyczy chro-
mosomOw organdéw generatywnych oraz chromosomoéw somatycznych, jak rowniez
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roslin regenerowanych in vitro. Zmiany liczby chromosomoéw u form aneusoma-
tycznych sa wynikiem nastepujacych zaktdcen podziatu mitotycznego:

1. Chromosomy nie ustawiaja Si¢ w ptaszczyznie (rownikowej).

2. Chromosomy opdzniaja sie podczas anafazy.

3. Brak dysjunkcji chromatydowej.

4. Nastepuje podziat wrzeciona kariokinetycznego.

Wymienione powyzej zakidcenia moga wystepowaé jednoczesnie w jednym
osobniku aneusomatycznym. U mieszancow generatywnych i somatycznych aneu-
somatycznos¢ wynika z eliminacji niektérych lub prawie wszystkich chromoso-
moéw jednego z rodzicow. Okolicznosci te stanowia najbardziej sprzyjajace
warunki do wystepowania aneusomatycznosci w organizmiach roslinnych.

Przyczyna wystapienia aneusomatycznosci moze by¢ takze udziat wielu
komorek przy wytwarzaniu pakéw z heterogenicznej populacji komorkowej kalusa
i zawiesiny komorkowej.

Okres wystapienia aneusomatycznosci moze by¢ zréznicowany. W przypadku
mieszancOw generatywnych i somatycznych eliminacja chromosomoéw zaczyna si¢
w poczatkowym stadium rozwoju po zaptodnieniu i przebiega dalej z odchyleniami
w tkance wegetatywnej. Oprdcz takich przypadkéw, mechanizm odpowiedzialny
za powstanie aneusomatycznosci pojawia sie dopiero podczas dalszego rozwoju
rosliny w nastgpstwie mitozy, poprzedzajacej rozwaj tkanki sporofitycznej.

Przebieg i powstanie aneusomatycznosci zalezy w duzym stopniu od
konstytucji genetycznej. U roslin diploidalnych, u ktérych liczba haploidalna
rowna jest liczbie podstawowej (n=x), komorki diploidalne przerosna
aneuploidalne i nastapi selekcja diploidéw, powodujac iz tkanki sporofityczne beda
ztozone wytacznie z komérek diploidalnych, a potomstwo bedzie tylko diploidalne.
W przypadku poliploidéw, selekcja diploidow nie wystepuje a tkanke sporofit-
yczna tworza komorki o roznej liczbie chromosomow, przy czym potomstwem sa
rosliny euploidalne i aneuploidalne. Poniewaz genom B. napus nie jest ewolucyjnie
diploidalny (Prakash i Chopra 1991), mozna oczekiwa¢, ze selekcja diploidéw nie
zajdzie, a potomstwo mieszancOw bedzie cytologicznie nieustabilizowane. Przy
kariologicznej ocenie mieszancow rzepaku i rzepiku, oprécz wymienionej liczby
chromosomdw somatycznych w obrebie jednej rosliny i jednej tkanki, stwierdzono
wystepowanie komérek o dwdch i trzech jadrach, co potwierdza przypuszczenie,
ze Wwiekszos¢ zmian w liczbie chromosoméw wynika z aberacji mitotycznych.
Stwierdzono wystepowanie mostkéw chromosomowych. Zjawisko to moze by¢
przyczyna zmian w liczbie chromosoméw i powstawania mikrojader, ktore
pojawialy si¢ w niedzielacych si¢ komorkach. Nalezy réwniez pamigta¢, ze przy
krzyzowaniu oddalonym powstaja zaktdcenia w mejozie, prowadzace do niestabil-
nosci cytologicznej. Wszystkie przedstawione tutaj zjawiska swiadcza o tym, ze
problematyka hodowli rzepaku zottonasiennego przy pomocy krzyzowania
oddalonego jest ztozona, a ustalenie cechy zéttonasiennosci bedzie trudne.
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Rys. 1. Regenerant typu Brassica rapa L. Rys. 2. Regenerant typu Brassica napus L.
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Rys. 3. Metafaza w mitozie mieszanca
Brassica napus L. x Brassica campestris L.
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