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

Temat 1 Badania nad natura samoniezgodno$ci wybranych linii semi-RS

Celem zadania byly badania nad zdolnoscig do wytwarzania nasion przez kazda rosling uzyskang z
krzyzowan rzepaku resyntetyzowanego (RS) oraz rzepaku naturalnego podwdjnie ulepszonego (00)
poprzez analize prawidtowego wyksztatcania pytku i badanie zdolnosci do samozapylenia roslin semi-
rezyntetyzowanych (semi-RS).

Zywotnos¢ ziaren pytku czterech podwojnie ulepszonych (00) linii rzepaku semi-RS: S1, S2,
S3, S4 okreslano barwiac je 1% acetokarminem, a nastgpnie liczac przy uzyciu mikroskopu swietlnego
ziarna zywotne i niezywotne w 10 polach widzenia. U trzech linii semi-RS: S1, S2, S4 stwierdzono
zywotnos$¢ pytku od 72,3% do 87,0%, a u linii S3 — 49,3%.

Po kilkakrotnym recznym wspomaganiu zapylania genotypow wilasnym pylkiem o niskiej
zywotno$ci ziaren sa duze szanse na uzyskanie niewielkiej liczby nasion.

Temat 2

Badania nad krzyzowaniem roslin rzepaku RS z rzepakiem naturalnym 00

Celem badan jest uzyskanie mieszancow F1 z krzyzowan rzepaku RS i rzepaku naturalnego (00),
wysokoplennego, obecnie uprawianego.

Do krzyzowan wybrano 2 linie rzepaku RS: RS-61 i RS-68 oraz dwie odmiany rzepaku
naturalnego: tolerancyjng na kit¢ kapusty odm. Platinium i charakteryzujaca si¢ duza zdolnoscia
plonotwodrcza odm. Architect. W wyniku krzyzowania odm. Platinium z linia RS-68 uzyskano
zadawalajgcag liczbe nasion. Natomiast z kombinacji krzyzowkowej odm. Architect i linia RS-61
otrzymano zaledwie kilka nasion.

W mieszancach rzepaku RS z odmianami rzepaku 00 moga wystepowaé zaburzenia w
prawidtowym rozwoju nasion. Linie RS niosga bowiem geny blokujace samozapylenie. Jednakze bariere
te mozna czasami pokona¢ poprzez krzyzowanie rgczne w zamknigtym paku kwiatowym.

Temat 3
Androgeneza in vitro mieszancow F1 oraz uzyskanie populacji linii DH semi-RS
Celem badan byto uzyskanie populacji androgenicznych roslin rzepaku semi-RS.

Dwie populacje linii podwojonych haploidow rzepaku semi-RS: D-28 i D-29 uzyskano metoda
androgenezy in vitro w kulturze izolowanych mikrospor z dwoch mieszancéw F1. Mieszance F1
powstale z krzyzowania linii RS-63 i RS-68 z rzepakiem ozimym (00) o symbolach R2 i R3. Populacja
D-29 obejmowata 75 androgenicznych roslin. Analiza cytometryczna wykazata, ze ok. 50% uzyskanych
ro§lin byta haploidalnych. Populacja D-28 sktadala si¢ z 64 roslin, sposrod ktorych 54 byly
podwojonymi haploidami (84,5%).

Wydajno$¢ androgenezy in vitro w kulturze izolowanych mikrospor roslin uzyskanych z
udziatem rzepaku RS byta nizsza od wydajnosci androgenezy in vitro prowadzonej z mikrospor rzepaku
naturalnego.

Temat 4

Analiza biochemiczna nasion linii DH rzepaku semi-RS

Celem badan byta analiza biochemiczna zawartosci glukozynolanéw w $rucie i kwasu erukowego w
oleju nasion oraz selekcja linii DH rzepaku semi-RS podwojnie ulepszonego zeroerukowych i o niskiej
zawartosci glukozynolanow

Z populacji D-25 uzyskanej z mieszanca F1 otrzymanego z krzyzowania odm. Lohana i liniai
RS-69 zebrano nasiona w ilo$ci wystarczajacej na wykonanie analiz biochemicznych z 30 linii DH semi-
RS. Natomiast z populacji D-23 otrzymanej z mieszanca F1 z krzyzowania odm. Arot i i linii RS 69



zebrano nasiona w odpowiedniej ilosci tylko z 20 linii DH semi-RS. W analizowanym materiale
ro§linnym zawarto$¢ kwasu erukowego wahata si¢ od 0,0 do 51,9%, a zawarto$¢ glukozynolanéw od
4,7 do 112,6 umola/g nasion. W badanym materiale 10 linii semi-RS pozbawionych byto kwasu
erukowego, a 6 linii posiadato dopuszczalng zawarto$¢ glukozynolanow, ale tylko jedna linia semi-RS
(D25/25) spetniata kryteria rzepaku podwojnie ulepszonego.

Populacje androgenicznych roslin pochodzace z krzyzowania rzepaku naturalnego i linii
rzepaku resyntetyzowanego powinny by¢ liczne z uwagi na wysoka czestotliwos¢ wystgpowania gendw
samoniezgodno$ci wplywajacych na zawiazywanie nasion, a takze gendéw warunkujacych wysokie
zawartosci kwasu erukowego i glukozynolanéw w nasionach.

Temat 5

Genotypowanie uzyskanego ,,nowego” genetycznie rzepaku poprzez sekwencjonowanie nowej
generacji (NGS)

Celem badan bylo przygotowanie do sekwencjonowania wybranych roslin rzepaku RS, ich linii
rodzicielskich oraz rzepaku naturalnego.

Wybrano 24 genotypy: 7 linii rzepaku RS i i10 ich form rodzicielskich oraz 7 genotypow
rzepaku naturalnego. Izolacj¢ DNA wykonano zmodyfikowana metoda z cieklym azotem oraz buforem
CTAB (Doyle i Doyle 1990). DNA wytracano za pomocg izopropanolu, a nastgpnie plukano w 70%
etanolu 1 rozpuszczano w buforze TE.
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