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OCENA SAMONIEZGODNOSCI I ZGODNOSCI KRZYZ()WEJ
U ALLOPLOIDALNYCH I DIPLOIDALNYCH GATUNKOW
GORCZYC

EVALUATION OF SELF-INCOMPATIBILITY AND CROSSABILITY
IN ALLOPLOID AND DIPLOID MUSTARD SPECIES

Streszczenie. W pracy oceniano samoniezgodnos$¢ i zgodno$é krzyzowa dwoch gatunkéw gor-
czyc alloploidalnych: Brassica juncea (AABB, 2n = 36) i B. carinata (BBCC, 2n = 34) oraz
dwoch gatunkow gorczyc diploidalnych: B. nigra (BB, 2n = 16) i Sinapis alba (SS, 2n = 24).
Zgodnos¢ kojarzeniowa analizowano na podstawie obserwacji pod mikroskopem fluorescencyj-
nym stopnia kietkowania ziaren pytku i wnikania tagiewek pylkowych w poszczegélne czesci
stupka oraz obliczonego wskaznika PGI (indeks kietkowania pytku). Na podstawie wynikow
badan stwierdzono samozgodnos¢ badanych gatunkéw alloploidalnych i samoniezgodno$é gatun-
kow diploidalnych. Krzyzowania pomigdzy odmianami S. alba cv. ‘Bamberka’ i ‘Warta’, rosli-
nami siostrzanymi B. nigra oraz pomigdzy genotypami B. carinata wykazaly ich zgodno$¢ koja-
rzeniows.

Stowa kluczowe: samoniezgodnosc¢, gorczyce, zgodnos$¢ kojarzeniowa, indeks kietkowania pytku

Wstep

Od lat dziewigédziesigtych XX wieku obserwuje si¢ wzrost zainteresowania uprawg
gorczyc w Polsce i na $wiecie. Rosliny te majg szerokie zastosowanie w przemysle
spozywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym, chemicznym, a takze energetycznym
(Sawicka i1 Kotiuk, 2006). Uprawiane gatunki gorczyc mozna zaliczy¢ do roslin wielo-
funkcyjnych ze wzglgdu na bogaty sktad chemiczny ich nasion i cz¢$ci nadziemnych,
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wysoka wydajnos¢ miododajng, a takze allelopatyczne oddziatywanie korzeni. Gorezy-
ce sa3 wykorzystywane jako rosliny poplonowe i fitosanitarne o duzym znaczeniu ma-
twikobdjczym, zmniejszajace wystgpowanie szkodnikow i chorob atakujacych rosliny
zbozowe (Majchrzak i in., 2005; Sawicka i Kotiuk, 2007). W poréwnaniu z rzepakiem
jarym gorczyce wykazuja wigkszg odporno$¢ (zwlaszcza gorczyca biala) na susze
i mr6z oraz moga by¢ uprawiane na Izejszych glebach. W zwigzku z powyzszym gor-
czyce moglyby stanowi¢ doskonatg alternatywe dla roslin wykorzystywanych w celu
wyzywienia cztowieka lub by¢ zrodlem surowcow dla przemystu spozywczego, paszo-
wego, chemicznego, kosmetycznego czy nawet energetycznego (Musnicki i in., 1997).
Z tych powodow obecnie w wielu osrodkach naukowych prowadzone sg prace hodow-
lane zmierzajace do uzyskania odmian gorczyc o wartosci nasion podobnej do rzepaku
podwdjnie ulepszonego (0,0), tj. do zmniejszenia zawartosci kwasu erukowego w oleju
ponizej 2%, zmniejszenia zawarto$ci glukozynolanéw ponizej 30 uM/g s.m. bezttusz-
czowej Sruty oraz do zwigkszenia zawarto$ci thuszczu w nasionach (Tobota, 2010).

Prowadzenie hodowli nowych odmian wymaga wiedzy na temat naturalnych me-
chanizméw kontrolujagcych zapylenie u badanych gatunkdéw. Najczestszym sposobem
wykorzystywanym przez ros§liny w celu uniknigcia samozaptodnienia jest samo-
niezgodno$¢, czyli fizjologiczna bariera utrudniajgca badz uniemozliwiajgca samoza-
ptodnienie uwarunkowana genetycznie. Wystepujacy u Brassicaceae system sa-
mo(nie)zgodnosci sporofitowe] (SI — self-incompatibility /| SC — self-compatibility) jest
jednym z najlepiej poznanych. W tym typie samoniezgodnosci rozpoznanie i odrzucenie
niezgodnych ziaren pylku odbywa si¢ na powierzchni znamienia shupka. Obecnie wia-
domo, ze u Brassicaceae cecha samoniezgodnosci jest sporofitycznie kontrolowana
przez jeden wieloalleliczny gen S, ktory decyduje o fenotypie stupka i pytku (Nasrallah
i Nasrallah, 1993). Dzieki badaniom molekularnym, przeprowadzonym gtéwnie u B. rapa
i B. oleracea, scharakteryzowano zardwno geny obecne w locus S, jak i biatka bedace
efektem ich ekspresji (Misra, 2010).

U gatunkéw z rodzaju Brassica identyfikacj¢ roznych alleli S prowadzono najczg-
Sciej na podstawie klasycznego krzyzowania linii o nieznanych allelach z liniami
o znanym S haplotypie (Ruffio-Chéble, 1998). Jednakze metoda ta nie moze by¢ stoso-
wana do rozrozniania alleli u czgéciowo samozgodnych linii (SC), u ktérych identyfika-
cja alleli samoniezgodnosci wymaga obserwacji kietkowania tagiewek pytkowych lub
zawigzywania nasion. Ostatnio udato si¢ wprawdzie otrzymac zréznicowane linie SI
i SC w celu wyprowadzenia wysokoplennych odmian gorczycy biatej (Cheng i in.,
2012), jednak pomimo to nadal jest zauwazalny brak doniesien literaturowych dotycza-
cych genetyczno-molekularnych badan nad cecha samoniezgodno$ci u gorczyc. W tym
konteks$cie zrozumienie genetycznego poditoza samoniezgodnosci u réznych gatunkow
gorczyc oraz poszerzenie zakresu badan dotyczacych tego zagadnienia wydaje si¢ ko-
nieczne i w petni uzasadnione (Zeng i Cheng, 2014).

Celem przeprowadzonego doswiadczenia byta ocena samoniezgodnosci i zgodnoS$ci
krzyzowej u wybranych gatunkoéw gorczyc.
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Material i metody

Do badan wykorzystano sze$¢ genotypow z dwoch gatunkow alloploidalnych gor-
czyc: B. juncea (AABB, 2n = 36) — cztery genotypy: CR 1828/02 [1], CR 116/99 [2],
CR 105/99 [3], CR 2622/87 [4] i B. carinata (BBCC, 2n = 34) — dwa genotypy:
6208006807 [1], cv. ‘Dodolla’ [2] oraz trzy genotypy z dwoch gatunkoéw diploidalnych
gorczyc: S. alba (SS, 2n = 24) — odmiany ‘Bamberka’ [1]1 ‘Warta’ [2] oraz jeden geno-
typ z gatunku B. nigra (BB, 2n = 16). Nasiona analizowanych gatunkow rodzaju Bras-
sica zostaty sprowadzone z Banku Genow Instytutu Genetyki i Uprawy Roslin (IPK)
w Gatersleben (Niemcy), natomiast nasiona S. a/ba odmian ‘Bamberka’ i ‘Warta’ po-
chodzity z kolekcji Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Poznaniu.

Doswiadczenie zatozono w kwietniu 2013 roku w szklarni Katedry Genetyki i Ho-
dowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Zbadano dwa sposoby zapylen:
kontrolowane samozapylenia (SP — self-pollination) oraz zapylenia pomig¢dzy analizo-
wanymi gatunkami i odmianami gorczyc (CP — cross-pollination). W kazdej kombinacji
zapylano od 35 do 50 kwiatéw. Kastracj¢ wykonywano w stadium wyro$nictego paka
i bezposrednio po tym pytek nanoszono na znami¢ rosliny matecznej. W celu oceny
zgodno$ci kojarzeniowej na podstawie kielkowania tagiewek pytkowych zapylone stup-
ki pobierano po 48 h od momentu zapylenia. W kazdej kombinacji zapylenia utrwalano
po szes¢ shupkdéw. Schemat przeprowadzonych kombinacji zapylania przedstawiono
w tabelach 11 2.

Tabela 1. Indeks kietkowania pytku (PGI) po samozapyleniu i zapyleniu krzyzowym dwoch
alloploidalnych gatunkow gorczyc

Table 1. Pollen grain germination index (PGI) after self-pollination and cross-pollination of two
alloploid mustard species

PGI PGI
Kombinacja zapylenia 48h po Kombinacja zapylenia 48h po
Combination of pollination zapyleniu Combination of pollination zapyleniu
PGI 48 h after PGI 48 h after
pollination pollination
1 2 3 4
Samozapylenie — Self-pollination Samozapylenie — Self-pollination
B. juncea [1] 2,60 B. juncea [4] 2,00
Zapylenie krzyzowe Zapylenie krzyzowe
Cross-pollination Cross-pollination
B. juncea [1] % B. juncea [2] 2,25 B. juncea [4] x B. juncea [1] 2,25
B. juncea [1] % B. juncea [3] 1,87 B. juncea [4] % B. juncea [2] 2,25
B. juncea [1] x B. juncea [4] 1,97 B. juncea [4] x B. juncea [3] 1,65
Samozapylenie — Self-pollination Samozapylenie — Self-pollination
B. juncea [2] 2,09 B. carinata [1] 2,09
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Tabela 1 —cd. / Table 1 — cont.

1 2 3 4

Zapylenie krzyzowe Zapylenie krzyzowe
Cross-pollination Cross-pollination

B. juncea [2] % B. juncea [1] 2,09 B. carinata [1] % B. carinata [2] 2,25

B. juncea [2] x B. juncea [3] 2,17 Samozapylenie — Self-pollination:

B. juncea [2] x B. juncea [4] 2,25 B. carinata [2] 2,09
Samozapylenie — Self-pollination Zapylenie krzyzowe

. Cross-pollination

B. juncea [3] 2,13
Zapylenie krzyzowe B. carinata [2] X B. carinata [1] 2,25
Cross-pollination

B. juncea [3] % B. juncea [1] 2,09

B. juncea [3] % B. juncea [2] 2,09

B. juncea [3] % B. juncea [4] 1,67

Tabela 2. Indeks kietkowania pylku (PGI) po samozapyleniu i zapyleniu krzyzowym dwoéch
diploidalnych gatunkéw gorczyc

Table 2. Pollen grain germination index (PGI) after self-pollination and cross-pollination of two
diploid mustard species

Kombinacja zapylenia PGI 48 h po zapyleniu
Combination of pollination PGI 48 h after pollination
Samozapylenie — Self-pollination Sinapis alba [1] 1,57
Zapylenie krzyzowe — Cross-pollination Sinapis alba [1] % Sinapis alba [2] 2,25
Samozapylenie — Self-pollination Sinapis alba [2] 1,50
Zapylenie krzyzowe — Cross-pollination Sinapis alba [2] % Sinapis alba [1] 2,09
Samozapylenie — Self-pollination Brassica nigra 1,95

Obserwacje kietkowania ziaren pytku i wnikania tagiewek pytkowych wykonano
z zastosowaniem techniki fluorescencyjnej (Antkowiak i Wojciechowski, 2006). Do
oznaczania stopnia kietkowania ziaren pytku na znamieniu i wnikania tagiewek pytko-
wych w dalsze czesci stupka postuzono si¢ umowng skala szesciostopniowa, w ktorej
0 oznacza brak tagiewek pytkowych i kietkujacych ziaren pytku, od 1 do 4 — oznacza
wartosci posrednie, a 5 — najwieksze ilosci kietkujacych ziaren pyltku i tagiewek pytko-
wych.

Na podstawie otrzymanych wartosci obliczono wskaznik PGI (pollen grain germi-
nation index) w celu oceny stopnia samoniezgodnosci (SI), samozgodnosci (SC) lub
zgodnosci kojarzeniowej (CC) badanych genotypdw. Wartos¢ tego wspotczynnika obli-
czono ze wzoru: PGl = (b +2¢c +3d + 4e)/(a+ b+ c +d+e), gdzie: a — liczba stupkow,
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na ktdre zostat naniesiony pytek, b — liczba stupkow, na ktorych brak jest kietkujacych
ziaren pytku, ¢ — liczba stupkéw z kietkujacymi ziarnami pytku, d — liczba stupkow, w
ktorych kietkujace tagiewki wnikaja do tkanek stupka, e — liczba slupkow, w ktorych
tagiewki wnikaja do ziaren pylku. Wedlug metodyki podanej przez Matsuzawe (1983)
przyjeto, ze gdy wskaznik PGI po 48 h od momentu zapylenia osiaga warto$¢ rowng 2
lub wigksza od niej — dany pyltek jest zgodny, a wiec zdolny do zapylenia danej rosliny,
natomiast gdy wskaznik PGI jest mniejszy od 2 — dany pylek jest niezgodny.

Wiyniki i dyskusja

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze we wszystkich badanych kombinacjach krzy-
zowania ziarna pytku (ZP) w mniejszym lub wigkszym stopniu kietkowaty juz na zna-
mieniu stupka. Srednia ocena kietkowania na znamieniu byla wysoka — 4,37, tzn. na
znamionach obserwowano duze ilosci kietkujacych ziaren pytku (rys. 1 a). Najmniejsze
$rednie warto$ci oceny kietkowania na znamieniu zanotowano w przypadku samozapy-
lenia odmian ‘Bamberka’ (2,40) i “Warta’ (2,00) z gatunku S. alba. We wszystkich
kombinacjach mozna bylo réwniez zaobserwowac tagiewki wnikajace do szyjki stupka,
jednak $rednia ocena liczby kietkujacych tagiewek w szyjce stupka — 3,30 — byla nizsza
od $redniej, jaka otrzymano dla znamienia. Najwicksze zréznicowanie pomiedzy kom-
binacjami obserwowano pod wzgledem wnikania fagiewek pytkowych do zalagzkoéw. Po
samozapyleniu odmian ‘Warta’ i ‘Bamberka’ (S. a/ba) oraz w kombinacji krzyzowania
B. juncea [3] x B. juncea [4] nie obserwowano wnikania tagiewek do zalgzkow. Bardzo
stabe wnikanie stwierdzano rowniez prawie we wszystkich kombinacjach zapylen
w obrgbie B. juncea. Najmniej tagiewek pytkowych w zalazkach (1,17) odnotowano,
kiedy zapylaczem byt genotyp B. juncea [1] oraz przy samozapyleniu (1,5) roslin geno-

Rys. 1. Kietkowanie ziaren pytku i wzrost lagiewek pytkowych w stupkach analizowanych
gatunkow gorczyc: a — ziarna pytku kietkujace na znamieniu, 48 h po samozapyleniu Brassica
Jjuncea, b — tagiewki pytkowe w zalazni, 48 h po obcozapyleniu: Brassica carinata [2]
Brassica carinata [1]

Fig. 1. Pollen germination and pollen tube elongation in pistils of analysed mustards species:
a — pollen grains germinating on the stigma, 48 h after self-pollination of Brassica juncea, b —
pollen tubes in the ovary, 48 h after cross-pollination: Brassica carinata [2] % Brassica cari-
nata [1]
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typu B. juncea [3]. Obserwacje stopnia kielkowania ZP i wnikanie tagiewek pytkowych
u B. carinata wykazaly, ze we wszystkich przeprowadzonych krzyzowaniach efektyw-
no$¢ wnikania tagiewek do zalagzkéw byla mata.

Obserwacje stopnia kietkowania ziaren pyltku na znamieniu shupka, a nastepnie wni-
kania tagiewek w poszczegdlne czgsci stupka byly podstawa do obliczenia wskaznika
PGI, ktory postuzyl do oceny samozgodno$ci i zgodnosci kojarzeniowej w obrebie
gatunkow B. juncea, B. carinata, S. alba i B. nigra (tab. 11 2).

W przypadku wszystkich samozapylen przeprowadzonych na czterech genotypach
B. juncea wyliczony indeks PGI wigkszy od 2 potwierdzit samozgodnosé tego alloploi-
dalnego gatunku. Drugim badanym alloploidem byl gatunek B. carinata, u ktorego
w przypadku obu badanych genotypow takze obserwowano samozgodnos$¢ na podsta-
wie wartosci wskaznika PGI (rys. 1 b). Samozgodnos¢ gatunkow B. juncea i B. carinata
potwierdzaja réwniez w swoich pracach Misra (2010) oraz Chandrashekar i in. (2013).
W krzyzowaniach wykonanych w przeprowadzonym do$wiadczeniu migdzy genotypa-
mi [1], [2], [3] i [4] B. juncea w wigkszosci przypadkoéw obserwowano zgodnos¢ koja-
rzeniowa, natomiast jednokierunkowo niezgodne okazaty si¢ kombinacje: B. juncea [1]
X B. juncea [3], B. juncea [1] X B. juncea [4], u ktoérych obserwowano niewielkg liczbg
kietkujacych tagiewek pylkowych, a indeks PGI przyjmowat wartosci ponizej 2 (1,87
i 1,94, odpowiednio) (tab. 1). Dwukierunkowa niezgodno$¢ wykazano, zapylajac
B. juncea [3] pytkiem pochodzacym z genotypu B. juncea [4], jak rowniez w zapyleniu
odwrotnym, tzn. B. juncea [4] x B. juncea [3]. W tych kombinacjach krzyzowania ob-
serwowano tylko nieliczne tagiewki pytkowe w zalazni, a wartos¢ indeksu PGI wynosi-
fa < 2. Zgodnie z powszechnie przyjetym schematem zjawiska samoniezgodnosci spo-
rofitycznej, otrzymany wynik moze §wiadczy¢ o tym, ze w przypadku genotypow [3]
i [4] B. juncea zarbwno w shupku, jak i w kietkujgcych na znamieniu ziarnach pytku
znajdowaly sie takie same allele samoniezgodno$ci.

Przeprowadzono réwniez badania dwdch diploidalnych gatunkow gorczyc S. alba
i B. nigra. Wyniki pokrywajg si¢ z doniesieniami innych badaczy i jednoznacznie wska-
zuja, ze oba gatunki s3 samoniezgodne (Misra, 2010; Sniezko i Winiarczyk, 1996).
Podobnie jak gorczyca biata (S. alba), rowniez samozapylana gorczyca czarna (B. ni-
gra) charakteryzowata si¢ matg wartoscig wskaznika PGI, co potwierdzilo stabg inten-
sywno$¢ kietkujacych ziaren pytku i matg liczbg tagiewek obserwowanych w zalgzni
stupka. W przypadku gorczycy bialej po zapyleniu odmiany ‘Bamberka’ pylkiem od-
miany ‘Warta’ intensywno$¢ kietkowania fagiewek pylkowych byta duza, a indeks PGI
wyniost 2,25. Podobne wyniki otrzymano w przypadku zapylenia odwrotnego, tj. od-
miany ‘Warta’ pylkiem pochodzacym z odmiany ‘Bamberka’ (PGI 2,09). Wartos¢
wskaznika PGI i fakt otrzymania nasion z krzyzowania miedzy dwiema roslinami nale-
zacymi do gatunku S. alba pozwalaja stwierdzi¢, iz jest on zgodny w zapyleniu sio-
strzanym. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze allele znajdujace si¢ w stupku oraz
te charakteryzujace ziarna pytku odmian ‘Warta’ i ‘Bamberka’ byly rézne, tym samym
wigc umozliwialy proces kietkowania tagiewek i ich wnikanie do zalazni i zalazkow.
Zgodno$¢ krzyzowan migdzyodmianowych w obrebie gatunku S. a/ba udowodnili row-
niez Krzymanski i in. (1990) oraz Pigtka i in. (2010).

Generalnie brak jest danych literaturowych na temat krzyzowan przemiennych
w obrgbie poszczegodlnych gatunkow gorczyce, a B. carinata jest gatunkiem z rodzaju
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Brassica, dla ktérego przeprowadzono najmniej badan dotyczacych zgodnosci kojarze-
niowej (Fitz i in., 2007). Wiadomo natomiast, ze z powodzeniem s3 otrzymywane mie-
szance migdzy gatunkami B. juncea i B. carinata (Chang i in., 2007; Fitz i in., 2007).

Wickszo§¢ badan w obrgbie rodzaju Brassica dotyczy zgodnosci kojarzeniowej
miedzy B. napus 1 innymi gatunkami, dlatego trudno skonfrontowa¢ wyniki dotyczace
zapylania pomiedzy poszczegdlnymi genotypami w obrgbie konkretnego gatunku gor-
czyc z danymi literaturowymi. Jedynie Bhat 1 Sarla (2004) potwierdzaja zgodnos¢ koja-
rZeniowa gorczycy czarnej z innymi gorczycami na podstawie krzyzowania B. juncea
X B. nigra.

Whioski

1. Samozgodno$¢ zaobserwowano u wszystkich badanych genotypow nalezacych do
alloploidalnych gatunkow B. juncea oraz B. carinata.

2. Samoniezgodne okazaty si¢ gatunki diploidalne: gorczyca biala (S. alba) oraz
gorczyca czarna (B. nigra).

3. Jednokierunkowg niezgodnos$¢ kojarzeniowa obserwowano w przypadku zapyla-
nia B. juncea [1] X B. juncea [3] i * B. juncea [4].

4. Dwukierunkowg niezgodno$¢ kojarzeniowa obserwowano w kombinacji zapyle-
nia B. juncea [3] X B. juncea [4].

5. Dobdr komponentow rodzicielskich dla przeprowadzanych krzyzowan jest klu-
czowym elementem pozwalajacym na uzyskanie sukcesu hodowlanego.
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EVALUATION OF SELF-INCOMPATIBILITY AND CROSSABILITY
IN ALLOPLOID AND DIPLOID MUSTARD SPECIES

Summary. In the present study self-incompatibility and crossability of two alloploid mustard
species: Brassica juncea (AABB, 2n = 36) and B. carinata (BBCC, 2n = 34) and two diploid
mustard species: B. nigra (BB, 2n = 16 ) and Sinapis alba (SS, 2n = 24) were assessed. Crossabil-
ity was evaluated on the basis of the pollen grain germination and pollen tube growth observation
using UV light fluorescence microscope, and the calculated PGI ratio (pollen grain germination
index). Based on the results of the research, self-compatibility of the alloploid and self-incompat-
ibility of the diploid species have been established. Crossability occurred in the crosses between
S. alba cv. ‘Bamberka’ and ‘Warta’, B. nigra (cross-pollinated plants) and between B. carinata
genotypes.

Key words: self-incompatibility, mustards, crossability, pollen grain germination index
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