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

Introduction of new alleles from gene pools of various Brassica species to the winter
oilseed rape genome
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genotypowanie, linie semi-resyntetyzowane, resynteza, rzepak

1. BADANIA NAD NATURA SAMONIEZGODNOSCI WYBRANYCH LINII SEMI-RS

Celem zadania byly badania nad zdolnosScig do wytwarzania nasion przez kazdg
ro$ling uzyskang z krzyzowan rzepaku resyntetyzowanego (RS) oraz rzepaku naturalnego
podwojnie ulepszonego (00) poprzez analize¢ prawidlowego wyksztalcania pytku
i badanie zdolnosci do samozapylenia roslin semi-rezyntetyzowanych (semi-RS).

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

Po kilkakrotnym recznym wspomaganiu zapylania genotypow wlasnym pytkiem
o niskiej zywotnosci ziaren sg duze szanse na uzyskanie niewielkiej liczby nasion.

2. BADANIA NAD KRZYZOWANIEM ROSLIN RZEPAKU RS Z RZEPAKIEM
NATURALNYM 00

Celem badan jest uzyskanie mieszancow F, z krzyzowan rzepaku RS i rzepaku
naturalnego (00), wysoko plennego, obecnie uprawianego.

Do krzyzowan wybrano 2 linie rzepaku RS: RS-61, RS-68 oraz dwie odmiany rzepaku
naturalnego: tolerancyjng na kite kapusty odm. Platinium i charakteryzujaca si¢ duza
zdolnoscig plonotworcza odm. Architect.

W wyniku krzyzowania odm. Platinium z liniag RS-68 uzyskano zadawalajaca liczbg
nasion. Natomiast z kombinacji krzyzowkowej odm. Architect i linig RS-61 otrzymano
zaledwie kilka nasion.

W krzyzowaniu rzepaku RS z odmianami rzepaku 00 moga wystegpowaé zaburzenia
w prawidlowym rozwoju nasion. Linie RS niosg bowiem geny blokujace samozapylenie.
Jednakze bariere t¢ mozna czasami pokonaé poprzez krzyzowanie r¢czne w zamknictym
paku kwiatowym.

3. ANDROGENEZA IN VITRO MIESZANCOW F, ORAZ UZYSKANIE POPULACII
LINII DH SEMI-RS

Celem badan byto uzyskanie populacji androgenicznych ro$lin rzepaku semi-RS.
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Populacje linii podwojonych haploidow rzepaku semi-RS uzyskano metoda
androgenezy in vitro w kulturze izolowanych mikrospor dwoch mieszancow F.
Mieszance F; powstaly z krzyzowania linii RS-63 i RS-68 z rzepakiem ozimym (00)
o symbolach R2 i R3. Przygotowano 10 roslin dawcow mikrospor z kazdego mieszanca
F,. Ploidalno$¢ roslin uzyskanych dwoch androgenicznych populacji:D-28 i D-29
oznaczana byta metoda cytometrii przeptywowe;.

Populacja D-29 obejmowata 75 androgenicznych ro$lin. Analiza cytometryczna
wykazata, ze ok. 50% uzyskanych roslin byta haploidalnych. Populacja D-28 sktadata si¢
z 64 roslin, sposrod ktorych 54 byty podwojonymi haploidami (84,5%).

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

4. ANALIZA BIOCHEMICZNA NASION LINII DH RZEPAKU SEMI-RS

Celem badan byta analiza biochemiczna zawarto$ci glukozynolanéw w $rucie 1 kwasu
erukowego w oleju nasion oraz selekcja zeroerukowch i o niskiej zawartosci glukozyno-
lanow rzepaku semi-RS podwojnie ulepszonego.

Tabela 1
Zawarto$¢ kwasu erukowego i glukozynolanéw w 50 liniach DH semi-RS
Linia DH Zawarto$¢ i Linia DH Zawartosé :
semi-RS kw. erukowego (%) glukozynol'finow semi-RS kw. erukowego glukozynolfinow
(uM/g nasion) (%) (uM/g nasion)

D23/1 48,0 57,2 D23/34 19,1 49,9
D23/2 32,0 32,5 D23/39 473 437
D23/3 243 61,2 D23/45 0,0 37,1
D23/4 51,9 28,1 D23/48 0,0 54,6
D23/5 44,1 67,7 D23/49 0,0 59,0
D23/7 29,9 48,8 D25/2 0,0 35,5
D23/8 48,0 85,8 D25/3 21,8 18,4
D23/9 46,3 81,1 D25/4 0,0 19,0
D23/10 0,0 73,0 D25/5 20,4 48,6
D23/12 47,9 35,1 D25/6 18,1 13,7
D23/13 30,4 94,6 D25/7 0,0 24,7
D23/14 242 59,2 D25/8 22,4 56,5
D23/15 25,9 83,4 D25/13 438 64,9
D23/16 0,0 64,0 D25/14 24,9 47,0
D23/17 49,8 39,6 D25/15 28,0 13,8
D23/19 45,0 61,7 D25/16 29,0 18,6
D23/20 17,6 65,0 D25/17 24,0 59,3
D23/21 49,1 23,7 D25/18 29,2 68,4
D23/22 49,8 60,3 D25/19 448 70,5
D23/23 26,0 95,5 D25/20 31,3 71,4
D23/24 47,0 112,6 D25/21 28,6 62,5
D23/25 40,5 57,2 D25/22 25,1 79,1
D23/26 25,1 37,9 D25/23 0,0 61,4
D23/29 21,5 72,1 D25/24 31,2 62,7
D23/32 18,8 11,7 D25/25 0,0 4,7
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Z populacji D-25 uzyskanej z mieszanca F; otrzymanego z krzyzowania odm. Lohana
i linia 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 F, z krzyzowania odm. Arot i RS 69 zebrano nasiona w odpowiedniej ilosci
tylko z 20 linii DH semi-RS. W analizowanym materiale roslinnym zawarto$¢ kwasu
erukowego wahala si¢ od 0,0 do 51,9%, a zawartos¢ glukozynolanow od 4,7 do 112,6
umola/g nasion. W badanym materiale 10 linii semi-RS pozbawionych byto kwasu
erukowego, a 6 linii posiadalo dopuszczalng zawartos¢ glukozynolanow, ale tylko jedna
linia semi-RS (D25/25) spetniata kryteria rzepaku podwojnie ulepszonego.

Populacje androgenicznych ro$lin pochodzace z krzyzowania rzepaku naturalnego
i linii rzepaku resyntetyzowanego powinny by¢ liczne z uwagi na wysoka czestotliwosé
wystepowania genéw samoniezgodno$ci wptywajacych na zawigzywanie nasion, a takze
genéw warunkujgcych wysokie zawartoSci kwasu erukowego 1 glukozynolandow
w nasionach.

5. GENOTYPOWANIE UZYSKANEGO ,NOWEGO” GENETYCZNIE RZEPAKU
POPRZEZ SEKWENCJONOWANIE NOWEJ GENERACIJI (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 110 ich form rodzicielskich oraz 7 geno-
typow rzepaku naturalnego. Izolacje¢ DNA wykonano zmodyfikowang metodg z cieklym
azotem oraz buforem CTAB (Doyle i Doyle, 1990). DNA wytracano za pomoca
izopropanolu, a nastepnie ptukano w 70% etanolu i rozpuszczano w buforze TE.

Do izolacji DNA nalezy pobiera¢ fragmenty mtodych lisci, nie porazonych przez
patogeny, aby unikna¢ zanieczyszczenia prze obce DNA.
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