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WPROWADZENIE

Rzepak (Brassica napus L.), posiadajacy genom AACC (2n=38), jest
naturalnym  amfidiploidem, powstalym wskutek wielokrotnej  spontanicznej
I niezaleznej hybrydyzacji pomiedzy rzepikiem (Brassica rapa 2n=20, genom AA)
I kapustg (Brassica oleracea 2n=18, genom CC) (Seyis i in. 2003). Udomowienie
rzepaku Kilkaset lat temu, jego ograniczony zasi¢g geograficzny, intensywna przez
dhugi czas jednokierunkowa selekcja w kierunku uzyskania odmian podwojnie
ulepszonych tzw. ,,00” (zeroerukowych i niskoglukozynolanowych), spowodowata
znaczne zawezenie zarOwno zmienno$ci genetycznej, jak i fenotypowej tej ro$liny
(Girke i in. 2012). Wystepujace obecnie odmiany posiadajg stosunkowo waskg baze

genetyczng w poréwnaniu z jego gatunkami rodzicielskimi. Jednoczesnie rzepak jest



ro$ling uprawna, ktéra nie ma wystepujacych w stanie naturalnym dzikich form, a co za
tym idzie, nie dysponuje naturalnymi zasobami zmiennosci (Prakash i Hinata 1980),
ktore moglaby by¢ wykorzystane do wzbogacenia genetycznego tego gatunku.
Mozliwo$¢ poszerzenia puli genowej gatunku B. napus, niezbednej do tworzenia
wysokoplonujacych odmian o pozadanej jakosci i odpornosci na stresy biotyczne
I abiotyczne daje jednak jego pochodzenie. Jako amfidiploid rzepak jest spokrewniony
z innymi zr6znicowanymi gatunkami z rodzaju Brassica, co pozwala na wzbogacenie
genomu B. napus o rézne wartosciowe allele. Sztuczna resynteza rzepaku z wysoce
polimorficznych gatunkéw podstawowych - B. oleracea oraz B. rapa, umozliwia
uzyskanie nowej zmienno$ci i poszerzenie bazy genetycznej oraz wprowadzenie
wartosciowych cech uzytkowych (Friedt i Snowdon 2009).

Niezgodno$¢ genetyczna wystgpujaca migdzy krzyzowanymi gatunkami czgsto
uniemozliwia efektywne krzyzowanie 1 tym samym powstawanie pozadanych
mieszancow. Niezgodno$¢ ta moze ujawnic¢ si¢ w roznych stadiach cyklu rozmnazania,
gdy pylek znajduje si¢ na znamieniu, podczas przerastania tagiewki przez komorki
szyjki, w momencie zaptodnienia (bariery prezygotyczne) lub w czasie embriogenezy

(bariery postzygotyczne) (Zenkteler 1990).

CEL BADAN

Celem badan bylo uzyskanie resyntetyzowanych (RS) linii rzepaku ozimego o nowej
jakosci genetycznej, opracowanie systemu ich wiaczenia do programéw hodowlanych,
a takze ocena zréznicowania genetycznego linii RS 1 semi-resyntetyzowanych (semi-

RS) w odniesieniu do rzepaku naturalnego.

Cele szczegolowe:

1. Opracowanie metod krzyzowania mig¢dzygatunkowego pomigdzy rdéznymi
odmianami B. oleracea i B. rapa w celu uzyskania rzepaku resyntetyzowanego.
2. Wytworzenie mieszancow Fi1 poprzez krzyzowanie rzepaku naturalnego

podwojnie ulepszonego z liniami RS.



3. Przeprowadzenie androgenezy in vitro w kulturze izolowanych mikrospor
mieszancéw F1 oraz selekcji linii DH semi-RS o jako$ci rzepaku podwojnie
ulepszonego.

4. Ocena dystansu genetycznego pomig¢dzy liniami rzepaku naturalnego,
resyntetyzowanego oraz semi-resyntetyzowanego przy wykorzystaniu markeréw
AFLP.

Zalozenia do prowadzonych badan

Resynteza rzepaku przy wykorzystaniu wysoce polimorficznych gatunkéw
podstawowych B.rapa i B. oleracea umozliwia zwigkszenie jego zrdéznicowania
genetycznego i rozwdj nowych pul genowych, a zarazem wprowadzanie z gatunkow

rodzicielskich do rzepaku korzystnych alleli waznych cech agronomicznych.

MATERIAL I METODY

Materialem badawczym byly:

- linie rzepaku resyntetyzowanego;

- podwoijnie ulepszone linie rzepaku semi-RS z genem Rfo;

- diploidalne formy rodzicielskie rzepaku resyntetyzowanego: 2 podgatunki B. oleracea
(jarmuz — odmiany: Halbhoher Griiner, Kapral, Vitessa oraz kapusta brukselska odm.
Crispus) oraz 3 podgatunki B. rapa (kapusta chinska — pak choy, kapusta pekinska odm.
Kilakin oraz rzepik: ozimy odmiany - Ludowy, Premium, Salut oraz linia BOH 2877;
jary odmiany Kova i Skye);

- kolekcja naturalnych odmian/linii B. napus zréznicowanych pod wzgledem:
pochodzenia i typu (ozime/jare oraz mieszancowe/populacyjne ) oraz jakosci nasion
(o zawartosci: zerowej kwasu erukowego 1 niskiej glukozynolanéw tj. podwdjne
ulepszone (00), o zerowej zawartosci kwasu erukowego i1 wysokiej zawarto$ci
glukozynolanow (0+), o wysokiej zawartosci kwasu erukowego oraz niskiej zawartosci
glukozynolanow (+0), a takze odmiany o wysokiej zawartosci kwasu erukowego

I wysokiej zawartosci glukozynolandéw (++)).



Metody:
1. Uzyskanie roslin rzepaku RS

Linie resyntetyzowane rzepaku ozimego otrzymano w wyniku obukierunkowego
krzyzowania r6znych podgatunkéw B. oleracea i B. rapa przy zastosowaniu zapylania
in vivo stupkow (Sosnowska i in. 2010), badz zapylania in vitro zalazni (Sosnowska
| Cegielska-Taras 2014) oraz kultury izolowanych zarodkow we wczesnym stadium
rozwoju. Po okoto 15 dniach od zapylenia, z zalazni izolowano powigkszone zalazki
| wyktadano je na pozywk¢ MS z 2% sacharozg z dodatkiem wody kokosowe;.
Wyksztatcone zarodki przenoszono na pozywke MS z kinetyng w celu regeneracji
pedow, a potem na pozywke ukorzeniajacag MS z IBA. Uzyskane rosliny przenoszono
do gleby. Mieszancowy charakter roslin potwierdzano badajac zawarto$¢ jadrowego
DNA przy pomocy cytometru przeptywowego. Rosliny jarowizowano, a nast¢pnie

kolchicynowano w celu podwojenia liczby chromosomoéw.

2. Tworzenie linii semi-resyntetyzowanych rzepaku podwdéjnie ulepszonego

Wybrane linie RS wykorzystano jako zapylacze w krzyzowaniu z naturalnymi
podwdjnie ulepszonymi liniami restorerami zawierajgcymi gen Rfo w systemie
kontrolowanego zapylania CMS ogura. Utworzono mieszance F1 z krzyzowania
w uktadzie linie z genem Rfo (00) x linie RS. Z kilku mieszancow F1 metoda kultury
izolowanych mikrospor uzyskano populacje podwojonych haploidow (Cegielska-Taras
i in. 2002). W populacjach linii DH zbadano segregacj¢ genu restorera przy pomocy
izoenzymatycznego markera PGI-2 zwiazanego z allelami genu Rfo. W nasionach linii
DH rzepaku semi-RS analizowano sktad kwasoéw thuszczowych i glukozynolanéw. Do
dalszych badan wybierano linie DH rzepaku semi-RS z genem Rfo, podwojnie

ulepszone.

3. Analiza biochemiczna nasion

Sktad kwasow tluszczowych w oleju oraz zawarto$¢ glukozynolanéw w nasionach
oznaczono metodg chromatografii gazowej (Byczynska i Krzymanski 1969; Michalski
i in. 1995).



4. Badania molekularne nad zrdéznicowaniem genetycznym oraz ocena

dystansu genetycznego pomiedzy gatunkami z rodzaju Brassica

Z miodych lisci badanych roslin izolowano catkowite DNA wedlug metody Doyle and
Doyle (1990). Jakos¢ i stezenie w otrzymanych prébach DNA oceniano stosujac
elektroforeze w 0,8% zelu agarozowym wybarwianym Roti® - GelStain (Carl Roth
GmbH +Co. KG Karlsruhe, Germany), a takze metodg analizy spektrofotometrycznej
przy dlugosciach fal 260 1 280 nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).

Badanie zroéznicowania genetycznego oraz analiz¢ dystansu genetyCcznego markerami
AFLP wykonano wedtug metody opracowanej przez Vos'a i in. (1995) z zastosowaniem
kombinacji 10 starterow AFLP znakowanych fluorescencyjnie, opartych na enzymach
restrykcyjnych EcoRI [FAM (niebieski), JOE (zielony) i NED (z6tty)] i Msel. Produkty
reakcji poddano elektroforezie kapilarnej w aparacie ABI Prism 3130XL (Applied
Biosystems), a nast¢pnie odczytano przy uzyciu oprogramowania program Gene

Marker v.2.2.0.

5. Analiza statystyczna

Dystans genetyczny obliczono za pomocg miary Jaccard’a (1908) i1 utworzono
dendrogram, ktory przyporzadkowal badane genotypy do odrgbnych pul genetycznych.

Przeprowadzono analiz¢ wariancji molekularnej (AMOVA) w celu pordwnania
wynikow analiz w obrebie poszczegdlnych grup (podziat ze wzgledu na pochodzenie
analizowanych genotypow) i1 pomigdzy badanymi populacjami. Wszystkie kalkulacje
wykonano przy wykorzystaniu pakietu statystycznego GenStat v. 7.1 (Payne i in. 2003).

6. Doswiadczenie polowe

Otrzymane linie DH semi-RS podwojnie ulepszone z genem Rfo wykorzystano jako
komponenty ojcowskie 1 wysiano w uktadach z meskosterylnymi liniami CMS ogura
w celu wytworzenia nasion mieszancow testowych do badan nad zjawiskiem heteroz;ji.
Pierwszy mieszaniec doswiadczalny Fi - PN 54/2014, uzyskany w warunkach
szklarniowych w wyniku krzyzowania linii CMS ogura z liniag DH semi-RS S2,
testowany byt w czteropowtdrzeniowym doswiadczeniu zatlozonym w uktadzie blokow
kompletnie zrandomizowanych w dwodch miejscowosciach - Borowo 1 Lagiewniki,

W celu oceny jego plennosci.



WYNIKI

Opracowano metode wuzyskania rzepaku resyntetyzowanego, poprzez
krzyzowania miedzygatunkowe pomiedzy jarmuzem (B. oleracea) a pigcioma
odmianami rzepiku (B. rapa) (Sosnowska i Cegielska-Taras 2014). W celu ominigcia
barier prezygotycznych wykonano zapylanie in vitro odcigtych zalazni. Ogoétem
w do$wiadczeniu zapylono 420 zalazni. Po 14 dniach od zapylenia z zalgzni izolowano
powigkszone zalgzki i przenoszono je do nowych stymulujacych warunkéw (w celu
ominigcia barier postzygotycznych). Przeprowadzona obserwacja embriologiczna cze$ci
zapylonych zalazni/zalagzkéw oraz rozwoju powstaltych zarodkéw wykazala
wystepowanie roznorodnych zaburzen. Jedynie 18% powiekszonych zalgzkow
zawierato zarodek i bielmo. Czg¢$¢ analizowanych zalazkow zawierata tylko zarodek
bez bielma (32%), tylko bielmo (24%), badZ zaobserwowano puste woreczki zalazkowe
(26%). Po kolejnych 10 dniach z powigkszonych zalagzkoéw izolowano zarodki
| przenoszono je na nowag pozywke (pozywka MS wzbogacona wodg kokosowa,
kinetyng oraz NAA), stymulujaca ich dalszy rozwo¢j. Nastgpnie prawidlowo
wyksztatcone zarodki przenoszono na pozywke MS z kinetyng, w celu pobudzania
wyksztatcenia pedow, a nastepnie na pozywke ukorzeniajaca MS z IBA. Wydajnosé
uzyskania roslin w stosunku do wytozonych powigkszonych zalazkéw wynosita 13,4%.
Mieszancowy charakter roslin uzyskanych z zapylania in vitro potwierdzono badajac
zawarto$¢ jadrowego DNA metodg cytometrii przyptywowej. Wszystkie analizowane
rosliny okazaly si¢ allodiploidami, dlatego poddano je podwojeniu liczby
chromosomow przy pomocy kolchicyny. Po okresie regeneracji rosliny te przeniesiono

do duzych pojemnikow z gleba i dalej rozwijaty si¢ w szklarni.

Uzyskane linie RS nie mogg by¢ wiaczone bezposrednio do hodowli rzepaku.
Przede wszystkim charakteryzuja si¢ niska ptodnoscia i plennos$cig oraz niosa gorsze
wartosci uzytkowe, takie jak np. wysoka zawarto§¢ kwasu erukowego czy
glukozynolanow, cechy pochodzace od jednego badz obu form rodzicielskich.
Introgresja do hodowli linii RS wymaga kolejnych cykli hodowlanych w celu poprawy
ich cech agronomicznych. Jedng z wielu mozliwosci uzyskania nowych genotypoéw
o jakosci rzepaku podwojnie ulepszonego, o pozadanych cechach, jest krzyzowane linii
RS z wartoSciowymi pod wzgledem cech gospodarczych odmianami, liniami

naturalnymi B. napus.



Linie rzepaku resyntetyzowanego otrzymane w wyniku hybrydyzacji kapusty
chinskiej typu pak choy (B. rapa ssp. chinensis var. chinensis) z jarmuzem odm.
Halbhoher Griiner (B. oleracea ssp. acephala var. sabellica) skrzyzowano
z wyselekcjonowanymi, dobrze plonujagcymi liniami restorerami, zawierajagcymi gen
Rfo dla systemu kontrolowanego zapylenia CMS ogura (Szala i in. 2016).
Z mieszancOw Fi w procesie androgenezy, metoda kultur izolowanych mikrospor,
uzyskano dwie populacje androgenicznych roslin semi-RS, oznaczone 12r 1 17r, ktére
liczyty odpowiednio 406 1 395 roslin. Nastepnie w otrzymanych populacjach
podwojonych haploidow (w sumie 801 ro$lin) przeprowadzono analize identyfikujaca
ro$liny zawierajace gen restorer Rfo. W systemie CMS ogura, gen restorer Rfo jest
scisle zwigzany z kodominujagcym markerem izoenzymem fosfoglukoizomerazg (PGI-2)
(Delourme i Eber 1992). Ten marker jest z powodzeniem wykorzystywany do analizy
obecnosci genu Rfo w genotypach licznych populacji stanowigcych materiat wyjsciowy
do hodowli. Lacznie wyselekcjonowano 281 roslin z genem restorerem, a czestotliwose
wystepowania genu Rfo w populacji 12r wynosita 29,6%, a w populacji 17r - 40,8 %
linii DH.

W liniach semi-RS, z ktérych zebrano nasiona, oznaczono zawarto$¢ kwasu
erukowego 1 glukozynolanow. Zawarto$¢ kwasu erukowego wynosita od 0,0 do 58,3%,
a glukozynolanéw od 3,1 do 117,5 pmol g nasion. Z obu populacji linii DH semi-RS
wyselekcjonowano cztery linie, jedng z populacji 12r (S3) oraz trzy z populacji 17r (S1,
S2, S4), ktore spetiaty kryteria rzepaku podwdjnie ulepszonego, tj. zawarto$¢ kwasu
erukowego wynosila ponizej 1% w oleju, a glukozynolanéw ponizej 15 pmol g™ nasion.

Przy wykorzystaniu 10 kombinacji starterow AFLP badano stopien
podobienstwa genetycznego pomigdzy dwoma liniami RS, trzema liniami semi-RS oraz
96 liniami rodzicielskimi rzepaku naturalnego do tworzenia mieszancow Fj.
Dendrogram podobienstwa genetycznego utworzony na podstawie 344 polimorficznych
markerow AFLP wykazat odrebnos¢ linii RS R33/13 i R34/13 oraz linii DH semi-RS
R12 125/13, S1 1 S2 od 96 naturalnych genotypéw B. napus. Réwniez analiza
sktadowych gtownych (PCA) wykonana na podstawie tych samych markeréw AFLP
wyjasniata znaczng zmienno$¢ genetyczng zwigzang z pochodzeniem linii RS (RS
33/13 1 RS 34/13), linii restorerow semi-RS (S1, S2 1 R12 125/13) od sze$ciu odmian
rzepaku ozimego.

Pierwsze wyniki uzyskane w doswiadczeniu polowym, przeprowadzonym

w dwoch srodowiskach wykazaty, Ze dwa mieszance F; otrzymane z udziatem tej samej
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linii matecznej CMS ogura (PN 40), ale z dwoma r6znymi restorerami — naturalnym
(PN 38) i linig semi-RS-S1 (PN 50), plonowaly na podobnym poziomie. Jednakze efekt
heterozji w poréwnaniu do S$redniej plonu linii rodzicielskich, osiagniety przez
mieszanca Fi, powstalego na bazie linii semi-RS, wyniost 124,7%, a dla mieszanca Fi,

z naturalng linig restorujaca rzepaku, wyniost 112,2%.

Okreslono takze stopien polimorfizmu DNA przy uzyciu markeréw AFLP
pomigdzy rzepakiem naturalnym i resyntetyzowanym, ich liniami rodzicielskimi, jak
réwniez podwojnie ulepszonymi liniami semi-RS z genem Rfo (Sosnowska i in. 2017).
Badano 33 linie rzepaku resyntetyzowanego, 6 linii semi-RS rzepaku podwoéjnie
ulepszonego, 4 odmiany B. oleracea i 8 odmian B. rapa, bedacych diploidalnymi
rodzicami rzepaku RS oraz 49 odmian/linii B. napus o rdéznej jakosci, pochodzeniu
i typie. Pula wybranych genotypow analizowana byla za pomoca 10 kombinacji
starterow AFLP znakowanych fluorescencyjnie. Uzyskano 537 markerow AFLP,
Z czego 522 byly polimorficzne. Dla pojedynczej kombinacji starteréw uzyskano od 20
(E-ACTfam/M-CTT) do 84 polimorficznych markerow AFLP (E-AACned/MCAC).
Analiza wariancji molekularnej (AMOVA) wykazata, ze 85% catej wariancji wystapito
wewnatrz populacji 1 15% miedzy badanymi populacjami. Warto$¢ dystansu
genetycznego obliczonego za pomoca miary Jaccard’a wyniosta od 0,207 do 0,937.
Dendrogram utworzony w oparciu o wspdlczynnik dystansu genetycznego podzielit
badane genotypy na 4 zasadnicze grupy. Pierwsza grupe (I) tworzyly dwie mniejsze
podgrupy. Jedna z nich (Ia) zawierata 22 linie RS, powstate ze skrzyzowania trzech
odmian jarmuzu z odmianami rzepiku badz kapusty chinskiej. Natomiast druga — Ib,
podzielita si¢ na 2 mniejsze: podgrupe z 3 liniami RS, gdzie jednym z rodzicéw byta
kapusta pekinska oraz podgrupg z 7 liniami — gdzie kapusta brukselska odm. Crispus
byta forma mateczng w krzyzowaniu. Druga grupa (II) sktadata si¢ z najwiekszej liczby
genotypow 1 podzielita si¢ na dwie mniejsze podgrupy: do pierwszej nalezy 49 linii,
odmian naturalnego B. napus, natomiast do drugiej 6 linii rzepaku semi-RS. Trzecia
grupe (IIT) utworzyly odmiany B. oleracea - 3 odm. jarmuzu i osobno wyodrebniona
kapusta brukselska. Do ostatniej grupy (IV) przyporzadkowane byly odmiany B. rapa.
Grupa ta dzielifa si¢ na dwie mniejsze podgrupy: pierwsza zawiera 5 odmian i jedng
lini¢ rzepiku, natomiast w drugiej podgrupie znalazty si¢: kapusta chinska i kapusta
pekinska. Analize gtownych sktadowych (PCA) sporzadzono dla potwierdzenia

| scharakteryzowania struktury réznorodnosci badanych genotypoéw. Pierwsze dwie



glowne sktadowe stanowity 27,56% catkowitej zmiennosci wérod rzepaku naturalnego,
linii RS i ich rodzicow, a takze podwdjnie ulepszonych linii semi-RS. Linie RS
I genotypy naturalnego B. napus usytuowaty si¢ po przeciwnych stronach pierwszej osi.
Jednocze$nie grupa linii RS utozyta si¢ miedzy formami rodzicielskimi: B. oleracea
oraz B. rapa, po tej samej stronie drugiej osi. Cztery linie semi-RS (S1-S4) znajduja si¢
stosunkowo blisko grupy rzepaku RS, ale linie S5 1 S6 znajduja si¢ blizej naturalnego
B. napus. Te ostatnie dwie linie powstawaly poprzez krzyzowanie linii semi-RS
0 wysokiej zawartosci kwasu erukowego a niskiej zawartosci glukozynolanow
z zeroerukowg linig semi- RS o wysokiej zawarto$ci glukozynolanow.

Wyniki  obecnych  badan  potwierdzity = genetyczna  odmienno$¢
resyntetyzowanych allotetrapoidow oraz linii semi-RS o jako$ci podwojnie ulepszone;j
od rzepaku naturalnego. Zgodnie z oczekiwaniami, linie RS byly $ciSle zwigzane
genetycznie z ich rodzicielskimi diploidami (B. rapa i B. oleracea). Natomiast badane
49 odmiany/linie naturalnego rzepaku wykazywaty mniejsze genetycznie zroznicowanie
niz 33 linie sztucznie resyntetyzowanego B. napus.

Wytworzone odregbne pule genowe z materialdw hodowlanych, posiadanych
przez hodowcow, beda mogly by¢ wykorzystane w hodowli odmian mieszancowych,

jak i populacyjnych i pozwolg na efektywne ukierunkowanie krzyzowan i selekcji.

WNIOSKI

1. Metoda zapylania in vitro, a nastepnie kultura in vitro zarodkow mieszancowych
we wczesnym stadium ich rozwoju, wydatnie ulatwiaja otrzymanie rzepaku
resyntetyzowanego z gatunkow rodzicielskich B. rapa i B. oleracea.

2. W prowadzonych badaniach nad zapylaniem in vitro wydajnos¢ uzyskania roslin
mieszancowych w stosunku do wylozonych powiekszonych zalgzkéw wynosita
13,4%.

3. Tworzenie linii semi-RS oraz selekcja linii DH semi-RS podwdjnie ulepszonych
jest efektywna drogg wprowadzania nowej zmienno$ci genetycznej do Brassica

napus.
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4. Analiza polimorfizmu DNA metoda AFLP potwierdzita znaczng odrgbnosé
genetyczng linii rzepaku RS oraz linii semi-RS podwdjnie ulepszonych od
rzepaku naturalnego uprawianego i hodowanego obecnie.

5. Nalezy si¢ spodziewal, ze wytworzone mieszance Fi1 z udziatem linii
ojcowskich bedacych liniami semi-RS wykaza wyzszy efekt heterozji, wyzsza
zdolno$¢ do plonowania niz mieszance utworzone z udzialem naturalnych linii

restorerow.
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