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In vitro culture of isolated embryos and ovules from wide crosses
within the genus Brassica

Summary

In vitro culture of hybrid embryos and ovules from crosses of B. campestris,
B. oleracea, B. fruticulosa and B. napus were conducted on White, Murashige and
Skoog, Murashige and Skoog modified by Keller and Nitsh and Nitsh media. The
highest efficiency of crosses was obtained in the crosses B. campestris x
B. oleracea, and the lowest in crosses with B. fruticulosa. In cultures of 572 em-
bryos from 11 cross combinations, plants were regenerated from 24,5% of cul-
tured embryos. From 3 cross combinations 502 ovules were placed on the me-
dium. In this case the plants were regenerated from 2 of 3 crosses and the effi-
ciency of the culture was over 46%.
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1. Wstep

Kultury in vitro sg czesto postrzegane jako narzedzia wspo-
magajace metody klasycznej hodowli roslin. Znaczenie kultur in
vitro doceniono, kiedy to Overbeek i in. (1,2) stwierdzili, ze mlecz-
ko kokosowe dodane do pozywki stymuluje wzrost zarodkdw.
Wyniki prezentowane w tej pracy dotycza kultur zarodkow i za-
lazkéw.-



Kultury in vitro izolowanych zarodkéw i zalagzkéw z krzyzowan oddalonych w rodzaju Brassica

2. Materiat i metoda

Materiat badawczy stanowity zarodki mieszancowe z krzyzowan oddalonych po-
miedzy réznymi formami z gatunkdw B. campestris, B. oleracea, B. napus i B. fruticiilo-
so. Kultury zarodkdw i zalagzkéw prowadzono na pozywkach White'a (W), Murashige
i Skooga (MS), Murashige i Skooga zmodyfikowanej przez Kellera (MS") oraz Nitsha
i Nitsha (H3). Zarodki izolowano w 24 dniu, a zalgzki w 18 dniu od zapylenia krzy-
Zowego.

Efektywnos$¢ krzyzowania poszczegdlnych gatunkéw wyrazono ptodnoscig i plen-
noscia. Efektywno$¢ kultur in vitro wyrazono liczbg zregenerowanych roslin, ktore
prawidtowo rozwijaty sie w glebie w stosunku do liczby zarodkdéw lub zalgzkéw
umieszczonych na pozywce.

3. Wyniki

3.1 Ocena efektywnosci krzyzowania

Krzyzowanie B. campestris ssp. rapa x B. oleracea var. gongyloides okazato sie jedy-
nym w wyniku ktérego nie otrzymano tuszczyn (tab. 1). W przypadku trzech krzy-
zowan, tj. B. fruticulosa x B. napus ¥ biennis, B. oleracea var. gongyloides x B. fruticulosa
i B. napusf. biennis x B. campestris ssp. chinensis skuteczno$¢ krzyzowania wyrazona
ptodnos$cig wyniosta ponizej 6%. W pozostatych kombinacjach krzyzowan skutecz-
nos¢ krzyzowania wyniosta od 10,6 {B. napus ¥ biennis x B. oleracea var. gongyloides)
do 75,0% (B. campestris ssp. sarson x B. napus f. biennis). Wysoka skuteczno$¢ krzy-
zowania wyrazona iloscig zawigzanych tuszczyn pozostawata dos¢ czesto w kontra-
Scie z iloscig zalgzkéw, ktore zawieraty zarodki. Przyktadowo w kombinacji krzy-
zowania, gdzie najwiecej zapylonych kwiatow zawigzato tuszczyny (75%), liczba za-
lazkdw zawierajgcych zarodki byta mata i stanowita zaledwie 0,8% ogolnej liczby
zalgzkéw znajdowanych w tuszczynach (6. campestris ssp. sarson x B. napus ¥ biennis).
Z kolei w krzyzowaniu B. napusf. biennis x B. campestris ssp. chinensis, gdzie skutecz-
nos$¢ krzyzowania wyniosta zaledwie 5,7%, procent zalagzkéw zawierajacych zarodki
wyniost 56,8.
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Tabela 1

Efektywnoé¢ krzyzowania oddalonego w obrebie rodzaju Brassica wyrazona ptodnoécig (liczba
tuszczyn/liczba zapylonych kwiatéw) i plennoscig (liczba zalagzkéw z zarodkami/ogdlng liczbe zalgzkéw)
oraz skutecznosé kultur in Vitro zarodkéw i zalgzkéw

Kombinacja krzyzowania Plennos¢ Zregenerowane
3 C zarodkow b "OY -
Ptodnos¢ Liczba zalgzki L (%) liczby
Forma Forma L . zalazkow* .
. (%) zalazkéw  z zarodkami ) zarodkow
mateczna ojcowska i umieszczanych .
ogoétem (%) na pozywee umleszc‘zonych
na pozywce
B. campestris B. oleracea
ssp. chinensis  var. gongyloides 51,6 64 53,1 34 129,4
var. italica 28,0 2 100,0 2* 50,0
B. napusf. biennis 30,1 67 6,0 4 0,0
Ssp. rapa B. oleracea
var. gong}loides 0,0 0 0,0 - —
B. napusf. biennis 43,5 86 244 21 0,0
ssp. sarson B. napus f. biennis 75,0 121 0,8 1 0,0
B. oleracea B. campestris
var. gong)'loides ssp. chinensis 50,0 45 15,6 — _
ssp. rapa 25,0 7 0,0 - -
B. napusf. biennis 40,6 803 125 100 67,1
f. annuua 36,4 86 29,1 25 24,0
B. fruticulosa 3,0 2 0,0 - -
var. italica B. campestris
ssp. chinensis 17,6 21 0,0 21* 0,0
B. napus B. campestris
f. biennis ssp. chinensis 57 44 56,8 25 31
ssp. Rapa 33,3 115 75,7 87 39
B. oleracea
var. gongyloides 10,6 169 79,9 135 64,7
var. italica 55,4 479 62,2 479* 46,5
B. fruticulosa 15,5 207 19,8 41 0,0
f. annuua B. campestris
ssp. sarson 48,4 148 66,9 99 1,0
B. fruticulosa B. napusf. biennis 2,4 10 0,0 - -

* liczba zalgzkéw umieszczonych na pozywkach

3.2. Ocena efektywnosci kultur zarodkéw i zalgzkow

Ogotem izolowano 572 zarodki z jedenastu kombinacji krzyzowan (tab. 1). W petni
rozwiniete rosliny zregenerowano z zarodkdéw mieszancowych pochodzacych z 7
kombinacji krzyzowan i stanowity one 24,5% zarodkéw umieszczonych na pozywce.
Najwyzszg efektywnos¢ kultur zarodkowych otrzymano w krzyzowaniu B. campestris
ssp. chinensis x B. oleracea var. gongyloides (100%), a najnizszg w krzyzowaniu B. napus
f. annuua x B. campestris ssp. sarson (1,0%).

88 PRACE EKSPERYMENTALNE



Fot. | i 2. Normalnie rozwiniete zarodki mieszancowe B. napusf. biennis x B. oleracea var. italica, wy-
suwajace sie z zalgzkéw po 3 tygodniach inkubacji na pozywce MS.
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W kombinacjach krzyzowan, w ktorych jedng z form rodzicielskich stanowita
B. oleracea var. italica, zarodki zamieraly przed osiggnieciem stadium serca i w celu
ich uchronienia przed zamieraniem zastosowano kultury zalgzkowe. Po 3-4 tygo-
dniach inkubacji Sciany zalgzkéw pekaty i na zewnatrz wysuwaly sie w petni rozwi-
niete zarodki (fot. 1, 2). Skuteczno$¢ kultur zalgzkowych byfa stosunkowo wysoka
i wyniosta od 46,5 do 50,0% (tab. 1).

4. Dyskusja

w wielu krzyzowaniach oddalonych otrzymanie roslin mieszancowych w warun-
kach naturalnych jest trudne ze wzgledu na wystepujgce bariery przed i postzygo-
tyczne. Postzygotyczne bariery mozna pokonaé za pomoca kultur zarodkowych (3).

Technika kultur zarodkowych dla Brassica zostata przystosowana przez Nishi’ego
i in.w 1959 r. (4). Od tego czasu kultury zarodkéw mieszancowych byly czesto uzy-
wane dla otrzymania mieszancéw oddalonych w rodzaju Brassica (5). W krzyzowa-
niach oddalonych, w ktorych zarodki zamierajg we wczesnych stadiach rozwojo-
wych pomocne mogg by¢ kultury zalgzkowe. Wazne jest, aby wiasSciwie uchwyci¢
poczatek degeneracji zalagzkow. Wedtug réznych badaczy najlepszy moment dla izo-
lowania zalazkéw miesci sie pomiedzy 10 a 30 dniem od zapylenia (3,6,7 ) i jest on
w najwiekszym stopniu uzalezniony od krzyzowanych genotypéw (8).

Literatura

van Overbeek J., Conklin M. E., Blakeslee A. F., (1941), Science, 94, 350-351.

van Overbeek J., Siu R.., Haagen-Smith A. J., (1944), Amer. J. Botany, 31, 219-224.
Diederichsen E. M., Sacristian D., (1994), Plant Breeding, 113, 79-82.

Nishi S., Kawata j., Toda M., (1959), japan J. Breed., 8, 215-222.

Sjodin C., (1992), Acta Agri. Scand., Sect. B., Soil Sci., 42, 197-207.

Ayotte R., Harney P. M., Machado V. S., (1987), Euphytica, 36, 615-624.
Mohapatra D., Bajaj Y. P. S., (1987), Euphytica, 36, 321-326.

Wojciechowski A., (1985), Genetica Polonica, 26, 4, 423-436.

©NO oA WD

BIOTECHNOLOGIA 2 (53) 86-89 2001 89



