Lp. w zat. do Rozporzadzenia MRiRW: 51.

Tytul zadania: Wprowadzanie nowych alleli z pul genowych réznych gatunkéw z rodzaju
Brassica do bazy genowej rzepaku ozimego.

Kierownik zadania: prof. dr hab. T. Cegielska-Taras

Cel zdania na 2014 rok:

Al Uzyskanie roslin z rodzaju Brassica rapa i Brassica oleracea z pg¢dami generatywnymi
odpowiednimi do krzyzowan migdzygatunkowych.

B/ Uzyskanie roélin mieszancowych, poprzez krzyzowanie miedzygatunkowe, z diploidalnych
gatunkoéw podstawowych: B. rapa i B. oleracea.

Materiat

Materiatem do badan w obu tematach byty rézne podgatunki B. rapa: dwie odmiany rzepiku jarego,
pie¢ odmian rzepiku ozimego i kapusta pekinska oraz B. oleracea: trzy odmiany jarmuzu i jedna
odmiana kapusty brukselskiej. Nasiona odmian rzepiku jarego i ozimego pochodza z kolekcji roslin
oleistych w Borowie oraz z Banku Gendéw w Radzikowie. Nasiona odmian jarmuzu, kapusty
brukselskiej i kapusty pekinskiej — komercyjne — dostepne w sprzedazy.

Ad. A. Badania nad wymaganiami jarowizacyjnymi B. rapa i B. oleracea

Metody

Rosliny B. rapa jaryzowano, standardowo w fazie 4-5 wilasciwych lisci w komorach chtodniczych
przez 8 tygodni w temperaturze +4° C przy o$miogodzinnym o$wietleniu. Natomiast rosliny kapusty
pekinskiej do jaryzacji przenoszono w stadium dobrze wyksztatconej rozety lisci. Po czasie jaryzacji
rosliny przesadzano do wigkszych pojemnikow z gleba i dalsza ich wegetacja przebiegata w fitotronie
w warunkach 13°C dzien/10° C noc przy 16-godzinnym fotoperiodzie. Wegetacja wszystkich roslin
obu badanych gatunkow po okresie jaryzacji przebiegala w tych samych warunkach $wiatla
i temperatury w fitotronie.

Wyniki

Brassica rapa. Po osmiotygodniowej jaryzacji badane formy jare i ozime B. rapa, oprocz dwoch
odmian rzepiku ozimego, wytwarzaly pedy generatywne w ciggu dwu miesigcy. Dlatego okres
jaryzacji dla roslin tych dwu odmian rzepiku ozimego przedtuzono do dziesigciu tygodni. Po tym
czasie uzyskano prawidlowo wyksztatcone pedy generatywne. Wszystkie badane odmiany jare, po
okresie jaryzacji, rozwijaty si¢ szybciej oraz wytwarzaty bujniejsze pedy kwiatowe.

Brassica oleracea. Rosliny jednej odmiany jarmuzu, po okresie standardowej jaryzacji (8 tygodni
wtemp. +4°C w warunkach krotkiego dnia) w okresie szeiciu tygodni zaczely rozwijaé pedy
generatywne. Natomiast ro§linom pozostatych dwu odmian jarmuzu okres jaryzacji w fazie 5 lisci
przez 8 tygodni byl niewystarczajgcy do wytworzenia pgdow kwiatowych. Dla tych odmian
przedtuzano jaryzacj¢ do 12 lub nawet do 16 tygodni. Rosliny brukselki jaryzowane w warunkach
komory jarowizacyjnej w stadium 5 lisci, po 12 i 16 tygodniach jaryzacji w ogodle nie wytwarzaty
pedow. W kolejnym eksperymencie do jaryzacji kierowano ro$liny brukselki w stadium 10-16
prawidlowo wyksztatconych lisci. Po 16 tygodniach jaryzacji w komorach chtodniczych rosliny te
przeniesiono do fitotronu. W przeciagu kolejnych dwu miesigcy zaobserwowano powolne tworzenie
pedow generatywnych.

Dyskusja

Na zakwitanie ro$lin ozimych i dwuletnich wptywaja procesy biochemiczne indukowane wptywem
niskich temperatur. Rosliny te bez okresu chtodu rozwijaja si¢ tylko wegetatywnie, nie tworzac pedow
kwiatowych (Kopcewicz 2002). W literaturze nie spotyka si¢ prac dotyczacych warunkow sztucznej
wernalizacji ro$lin ozimych z rodzaju Brassica, oprocz rzepaku, ani roélin dwuletnich.
W przeprowadzonych badaniach rosliny wigkszosci odmian rzepiku ozimego w stadium czterech-
pieciu lisci przechodzily wernalizacje w ciggu o$miu tygodni, taka - jaka opisano dla rzepaku
(Cegielska-Taras 2002) i po tym czasie wchodzity w faze generatywng. Jedynie tradycyjna odmiana
rzepiku ozimego wymagata dtuzszego - 12 tygodniowego okresu jaryzacji. Rosliny rzepiku jarego
i kapusty pekinskiej z powodzeniem przechodzity o$miotygodniowy okres wernalizacji, w fitotronie
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wytwarzaty bujne pedy kwiatowe. Natomiast dluzszego okresu jaryzacji niezbednej do zainicjowania
fazy generatywnej wymagaja rosliny dwuletnie z rodzaju Brassica takie jak jarmuz, a szczegblnie
brukselka. Dla jarmuzu stadium pigciu lisci byto odpowiednie do rozpoczecia jaryzacji. Jednakze
wystapily roznice odmianowe w dlugosci czasu wernalizacji. Jak wynika z przeprowadzonych badan
dla rozpoczecia fazy generatywnej brukselki, w warunkach sztucznych, wymagane jest stadium ro$lin
w fazie ponad 10 lisci oraz 16 tygodni jaryzacji.

Cegielska-Taras 2002. Monografie i Rozprawy Naukowe 18/2002. Kultura in vitro mikrospor w genetycznym
ulepszaniu rzepaku ozimego (Brassica napus L.)

Kopcewicz J. 2002. Rozwdj generatywny W: Fizjologia roslin (ved. Kopcewicz Jan, Lewak Stanistaw).
Warszawa: Wydawnictwo Naukowe PWN.

Whioski

Wymagania jarowizacyjne roslin z rodzaju Brassica zaleza od gatunku rosliny i stadium jej rozwoju.
Szczegblnie duze wymagania jarowizacyjne stwierdzono u kapusty warzywnej brukselskiej
- 16 tygodni w fazie ponad 10 lisci.

Ad. B. Badania nad otrzymaniem ro$lin mieszancowych z obukierunkowych krzyzowan gatunkow
diploidalnych: B. rapa i B. oleracea.

Metody

Do krzyzowania mig¢dzygatunkowego wykorzystano metode zapylania in vivo, polegajaca na
naktadaniu pytku formy ojcowskiej na znamienia stupka, glownie dla kierunku krzyzowania B. rapa
z B. oleracea. Natomiast dla kierunku krzyzowania B. oleracea z B. rapa wykorzystano zapylanie
in vitro, ktore polegalo na nanoszeniu pytku na izolowane odcigte zalaznie w kulturze in vitro. Po
7,12 i 15 dniach od zapylenia, zaréwno stupkow jak i zalazni, izolowano powigkszone zalazki, ktore
przeniesione zostaty na pozywke MS z 2% sacharoza z dodatkiem 0,2 mg/l BAP lub 10% wody
kokosowej. W kazdej kombinacji liczbe prawidtowo wyksztatconych zarodkoéw obliczano w stosunku
do wylozonych powigkszonych zalgzkéw. Rozwinigte zarodki przeniesione zostaly na pozywke MS
z kinetyng w celu regeneracji pedow.

Wyniki

Zapylanie in vivo

W W eksperymencie wykorzystano odmiany rzepiku jarego, ozimego oraz kapuste chinskg i jarmuz
tradycyjny oraz brukselke. Po siedmiu dniach od zapylenia (dpz) 20 stlupkéw k. chinskiej pytkiem
jarmuzu z powickszonych zalgzni wyizolowano 43 powigkszone zalgzki. Z wyizolowanych
powiekszonych zalgzkow nie rozwingty si¢ zarodki. Nastgpnie z tej samej kombinacji krzyzowkowej
z zapylonych 80 stupkéw po 12 dpz wyizolowano 90 powigkszonych zalagzkéw. Po przeniesieniu na
pozywke uzyskano jeden prawidtowo wyksztatcony zarodek. Takze po 12 dpz z 66 shupkéw
z krzyzowania rzepiku ozimego z jarmuzem wyizolowano 45 powickszonych zalgzkéw. Po
przeniesieniu na pozywke uzyskano 2 prawidtowo wyksztatcone zarodki. Natomiast z 40 zapylonych
stupkéw, w krzyzowaniu brukselka x kapusta chinska, wyizolowano 44 powiekszone zalazki,
z ktérych otrzymano jeden zarodek. Kolejne eksperymenty polegaty na przeniesieniu powigkszonych
zalagzkoéw na pozywke po 15 dpz. W tej kombinacji tacznie z zapylonych 386 stupkoéw wyizolowano
z zalgzni 272 powigkszone zalgzki, zktoérych po przeniesieniu na pozywke rozwinelo sig
15 zarodkow, co stanowito 5,5%. Byly to krzyzowania rzepikow jarych i ozimych, rzepiku i brukselki,
odm. jarmuzu oraz kapusty chinskiej.

Zapylanie in vitro

W eksperymencie wykorzystano odmiany rzepiku jarego, ozimego oraz kapuste chinska i jarmuz
tradycyjny oraz brukselke.

Po 7 dpz z 16 zapylonych pytkiem kapusty chifiskiej zalgzni jarmuzu wyizolowano 60 powigkszonych
zalazkow | przeniesiono na pozywke MS. Z tych struktur nie rozwingty si¢ zadne zarodki. Podobny
wynik uzyskano wyktadajac 12 zapylonych zalgzni z krzyzowania brukselki x kapusta chinska - po
7 dpz wyizolowano na pozywke MS 24 powigkszone zalazki, z ktorych réwniez nie rozwingty sie
zarodki. Natomiast z tej samej kombinacji krzyzowkowej po 12 dpz wyizolowano 12 powigkszonych
zalazkéw i po kilkunastu dniach rozwinat si¢ jeden zarodek. Z zalazni brukselki po 12 dniach od
zapylenia rzepikiem ozimym wyizolowano 34 powigkszone zalgzki, z ktorych rozwinely si¢ trzy
prawidlowo wyksztatcone zarodki. Kolejne powigkszone zalazki z zapylonych zalazni izolowano po
15 dpz. Lacznie z 357 zapylonych zalazni wyizolowano 173 zalazki, z ktorych na pozywce MS
rozwingto si¢ 8 zarodkow, co stanowi ok. 4,6 %.




Wyniki zamieszczono w prezentacjach jako wyktady i plakat zat. nr 1, 2, 3.

Dyskusja

Materiatem do hybrydyzacji migdzygatunkowej byly podgatunki: B. oleracea i B. rapa, ktore sa
gatunkami ancestralnymi allotetraploidalnego rzepaku (Brassica napus) i krzyzuja si¢ bardzo trudno.
Dlatego wykonano obukierunkowe krzyzowania B. rapa i B. oleracea poprzez zapylanie in vivo oraz
in vitro. Olsson (1960) stwierdzil, podczas krzyzowania mig¢dzygatunkowego roslin Brassica
0 nieréwnej liczbie chromosomow, droga zapylania in vivo, pozadany efekt uzyskuje si¢ wowczas gdy
forma mateczna posiada wigksza liczb¢ chromosomoéw niz forma ojcowska. B. rapa posiada 2n=20,
aB. oleracea 2n=18. Natomiast odwrotnie, kiedy forma mateczna posiada mniej chromosoméw
krzyzowanie bardzo rzadko si¢ udaje (Takeshita i in 1980). Powszechnie podkreslane sg trudnosci
w uzyskiwaniu zarodkow mieszancowych w kombinacji B.oleracea x B. rapa (Chen, Heneen 1989;
Luiin, 2001; Malek i in. 2012; Rahman 2004). W krzyzowaniach oddalonych istnieja bowiem bariery
pre- i postzygotyczne (Zenkteler 1990, Sosnowska 2011). Bezposrednie zapylanie in vitro zalazni
potaczone z kulturg izolowanych zarodkow we wczesnym etapie rozwoju moze by¢ przydatne
W obejsciu  tych barier niezgodno$ci, a tym samym mozliwe jest uzyskanie mieszancow
miedzygatunkowych. Izolacja zalazkow z zalazni po 7 dniach od zapylenia okazata si¢ zbyt wczesna.
Prawdopodobnie zarodki mieszancowe znajdowaty si¢ w stadium kulistym zbyt wczesnym jak na
dalszy rozw6j w warunkach kultury in vitro. Jak wynika z uzyskanych wynikow jedynie zalgzki
izolowane z zalazni po 12-15 dniach od zapylenia znajduja si¢ w odpowiednim stadium do dalszego
ich rozwoju. W literaturze spotyka si¢ izolowanie zalgzkow w bardzo réznych terminach od 10 dni
nawet do 20 dni (Lu i in, 2001; Malek i in. 2012 Rahman 2004, Zhang i in. 2004). Dlatego konieczne
sa badania eksperymentalnie nad ustaleniem liczby dni od zapylenia przed wykladaniem zalazkow.
Metoda kultury in vitro izolowanych zarodkéw we wczesnym stadium rozwoju (embryo rescue)
pozwala przetama¢ bariery postzygotyczne, przede wszystkim zwigzane z niedorozwojem bielma. Bez
pomocy kultury in vitro taki zarodek ulega degeneracji. W niniejszych badaniach efektywnos¢
zapylania in vitro obliczona stosunkiem wylozonych zalagzkow do uzyskanych zarodkow, wynosita
4,6%. Wydajnos¢ tej metody byta podobna do uzyskania zarodkow poprzez zapylanie, in vivo, ktora
wynosita 5,5%. Ten efekt uzyskano wyktadajac powigkszone zalazki na pozywke MS z 2% sacharoza
oraz dodatkiem 10% wody kokosowej i 0,2 mg/l BAP. Zaréwno substancje biologicznie aktywne
zawarte w wodzie kokosowej jak i dodatek fitohormonu BAP korzystnie wplywaty na rozwdj
zarodkéw mieszancowych. Z kazdego zarodka przeniesionego na pozywke w kulturze in vitro
uzyskano rosling.
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