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Wykorzystanie metod biotechnologicznych
do poszerzenia zmiennos$ci genetycznej
warzyw kapustnych

Biotechnological methods for broadening of the genetic diversity in brassica
vegetables
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ZADANIE 1. OPRACOWANIE METODY OTRZYMANIA MIESZANCOW
SOMATYCZNYCH KAPUSTY GLOWIASTEJ (BRASSICA OLERACEA VAR. CAPITATA)
ZNOWYMI, WARTOSCIOWYMI CECHAMI

Badania nad elektrofuzjg protoplastow kapusty glowiastej prowadzone w roku 2018
wykazaty, ze efektywno$¢ fuzji zalezata od ploidalnosci tgczonych ze sobg protoplastow
i wigcej komorek ulegajacych potaczeniu obserwowano po fuzji obiektow diploidalnych
niz haploidalnych. Dziatanie polem elektrycznym nie wptywato negatywnie na proces
regeneracji $ciany komorkowej ani na zywotno$¢ protoplastow, ale mialo wpltyw
na podziaty komorkowe i obnizato aktywno$¢ mitotyczng (do 6%) w poréwnaniu
z kontrolg (14-21%). Liczba rozwijajacych si¢ kalusow zalezala od genotypu, a
w kombinacjach fuzyjnych wigcej ich bylo po potaczeniu protoplastow haploidalnych.
Na pozywce regeneracyjnej otrzymane kalusy sukcesywnie tworzg pedy.

Analiza cytometryczna kalusa otrzymanego w wyniku fuzji symetrycznej wykazata
roznice w wielkosci komorek pomiedzy frakcjg embriogenna i nieembriogenna. Pedy
otrzymane w wyniku fuzji protoplastow haploidalnych byly 2n Iub 1n, a otrzymane
w wyniku fuzji protoplastow dwu obicktow diploidalnych byly 4x lub 2n. Ponadto
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analiza wykazata znaczny udzial pedow o niezbalansowanej ploidalno$ci, ktore byty
miksoploidami. W jadrach komérkowych kalusa pochodzacego z kultur poddanych fuzji
obserwowano wigcej (6—10%) komorek z wieloma jaderkami (4—5 szt.) w poréwnaniu
do kontroli (1-2%). Zwickszona liczba jaderek w jadrze komodrkowym moze byc
skorelowana w wyzsza ploidalnoscig tych komorek.

Walidacja metodyki inaktywacji genomu cytoplazmatycznego wykazata roznice
w reakcji na jodoacetamid (IOA) migdzy badanymi obiektami. W pierwszej dobie
po izolacji obserwowano spadek zywotno$ci protoplastéw wraz ze wzrostem stezenia
IOA i czasem dziatania. Podzialy komérkowe zostaly zahamowane po zastosowaniu
1 lub 5 mM IOA przez 20 min. (zaleznie od obiektu).

W badaniach nad otrzymaniem cybrydoéw inaktywacja jadra komorkowego przepro-
wadzona zostala za pomoca promieniowania UV, a genomu cytoplazmatycznego
za pomocg IOA. Wydajnos¢ fuzji asymetrycznej zalezata od jakosci protoplastow po
traktowaniu IOA 1 byla wyzsza, gdy obnizono do 4°C temp. podczas inaktywacji
mitochondriow. Aktywno$¢ mitotyczna komoérek po fuzji asymetrycznej byta zahamo-
wana (2%) w poréwnaniu z kontrola (30-39%). Przyczyneg takiego stanu upatruje si¢
w negatywnym wplywie obydwu stresow (IOA w polaczeniu z dzialaniem pola
elektrycznego) podczas fuzji protoplastow. Powyzsze wyniki wskazuja na potrzebg
optymalizacji metodyki fuzji asymetrycznej uwzgledniajacej jednoczesne testowanie
wplywu IOA oraz pola elektrycznego na jakos$¢ protoplastéw i wydajnosc fuzji.

ZADANIE 2. OPRACOWANIE MARKEROW MOLEKULARNYCH DO OCENY STATUSU
MIESZANCOWOSCI REGENERANTOW OTRZYMANYCH W WYNIKU
EKSPERYMENTOW FUZIJI

Celem tematu badawczego byto okreSlenie pochodzenia genomu jadrowego i typu
cytoplazmy u regenerantow uzyskanych w wyniku fuzji protoplastow. Prowadzono takze
zapylenia w celu otrzymania nasion pokolen F3 i BCISI do mapowania genow
odpornosci na kite.

Przy zastosowaniu markeré6w jadrowych, ktore rdéznicowaty rodzicow, u zadnego
z badanych regenerantow — produktow réznych kombinacji fuzji protoplastow nie
wykazano charakteru mieszancowego. Zastosowanie markeréw cytoplazmatycznych
wykazato obecno$¢ cytoplazmy normalnej (N) lub sterylizujgcej Ogura u badanych
regenerantow.

Uzyskano kolejne pokolenia F3 i BC1IS1 — po skrzyzowaniu obiektu wrazliwego
i odpornego na kit kapusty. Otrzymane z tych nasion rosliny mozna poddaé testowi
odporno$ciowemu oraz genotypowaniu na skale genomowa, co pozwoli uzyskaé
informacj¢ o lokalizacji genetycznych determinant odpornosci na kile kapusty.
Otrzymane pokolenia mozna takze wykorzysta¢ do uzyskania linii wsobnych (RIL/IBC)
zutrwalong zmiennoscia w zakresie odpornosci na kite. Linie tego typu pozwola
na wielokrotng (w powtorzeniach) i wieloaspektows analizg badanej cechy.
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ZADANIE 3. OTRZYMYWANIE I CHARAKTERYSTYKA PODWOJONYCH HAPLOIDOW
KAPUSTY PEKINSKIEJ (BRASSICA RAPA L. SUBSP. PEKINENSIS)

Badania nad ro$linami DH, a nastgpnie liniami DHRloraz DHR2 otrzymanymi
w wyniku indukcji androgenezy u kapusty pekinskiej wykazatly, ze indukcja androgenezy
w 2016 roku zakonczyla si¢ otrzymaniem 58 ro$lin, ktére pochodzity z androgenicznych
zarodkéw Enduro F1 i Janin F1. Adrogeniczna populacja sktadala si¢ z roslin o roznej
ploidalnosci: 59% roslin byto diploidami a 41% tetraploidami. Kwiatostany ro§lin DH
byly rozwinigte prawidtowo a zywotnos¢ pytku wahata si¢ od 55 do 97%. Wykonano
zapylenia wsobne, aby otrzymac¢ nasiona DHR1. 33% zapylonych roslin DH zawiazato
nasiona. W grupie ro$lin bez nasion przewazaly formy o ploidalnosci 4%, pomimo
wysokiej zywotnosci pytku. Zebrano ponad 1700 nasion DHR1. Ocena biometryczna
ro$lin 14 linii DHR1 wykazata wyrownanie cech wewnatrz liniowe. U wigkszosci
obiektow gtowki byly ksztaltu cylindrycznego, $rednio zwarte, polotwarte, sSrednia masa
glowki wahata si¢ od 0,7 do 1,2 kg, z przewaga gtowek o masie 0,9 kg. Analiza
markerem SSR (starter ACMP 790) wykazata homozygotyczno$¢ wszystkich badanych
roslin pokolen DHRI1.

Z androgenezy w 2015, w 2018 wysiano nasiona 13 wyselekcjonowanych linii DHR1
w celu otrzymania pokolenia DHR2. Zakwitto 117 ro$lin DHR1. Zywotno$é pytku byta
wysoka ($rednia 90%). Wykonano zapylenia wsobne i zebrano ponad 6 tys. nasion
DHR2.

Z androgenezy w 2014, w 2018 oceniono 14 linii DHR2 pochodzacych z mikrospor
YU i Kilakin F1. Analiza biometryczna cech morfologicznych i zdrowotnos$ci wykazata
bardzo wysokie wyréwnanie wewnatrz badanych linii DHR2 i byta zgodna z oceng ich
wyjsciowego pokolenia DHR1. Natomiast analiza molekularna linii DHR2 za pomoca
markera SSR (starter ACMP 790) wykazala, ze w przypadku 13 z 14 przebadanych linii
DHR2 profil markerowy pokrywal si¢ z profilem rosliny DH, z ktérej pochodzity
i rosliny tych linii byly homozygotami. Jedynie wérdd roslin jednej linii obserwowano
obraz §wiadczacy o braku wyrownania genetycznego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
w przypadku kapusty pekinskiej haploidyzacja pozwala na znacznie skrocenie czasu
(do ok. 3 lat) potrzebnego do otrzymania homozygotycznych linii, ktéore mogg by¢
wlaczone do programéw hodowlanych.
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