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1. Wstep

Dla zachowania post¢pu biologicznego opracowywane sa oplacalne metody krzyzowania
komponentow rodzicielskich w obrebie poszczegdlnych gatunkéw warzyw. Najczesciej
wykorzystywane mechanizmy zabezpieczajace przed samozapyleniem zwigzane sa
Z wystepowaniem cytoplazmatycznej, cytoplazmatyczno-jadrowej lub jadrowej meskiej
sterylnosci  (marchew, kalafior, kapusta) Iub samoniezgodnosci (kapusta). U pomidora
szczegdlnym  zainteresowanie, ze wzgledu na stabilno$¢ sterylnosci zyskaly cechy
uwarunkowane genami ps, ps2 (funkcjonalna sterylnos¢) i ms (sterylnos¢ sporogeniczna). Dobor
odpowiedniego  systemu  krzyzowania  uwzgledniajacy  wszystkie = uwarunkowania
poszczegolnych genotypdéw roslin warzywnych ma szczegdlnie duze znaczenie dla produkcji
nasienney.

2. Cel zadania

Celem zadania byto opracowanie skutecznych i optacalnych metod krzyzowania komponentow
rodzicielskich z uwzglednieniem réznych rodzajow meskiej sterylnosci, warunkujacych zapylenie
krzyzowe dla najwazniejszych gospodarczo gatunkow warzyw. W ramach zadania sa ocenione
dwa rodzaje meskiej sterylnosci kalafiora (Brassica oleracea var. botrytis L.); cytoplazmatyczna
warunkowana obecno$cia sterylizujacej cytoplazmy Raphanus sativus i cytoplazmatyczno-
jadrowa typowa dla genotypow posiadajacych cytoplazme z Brassica nigra, formy pomidora (S.
licopersicum) z cechg meskiej sterylno$ci warunkowanej genem ms- 10 oraz meskosterylne
genotypy marchwi (Daucus carota L.). W ramach zadania dokonano podsumowania efektow
badan nad wykorzystaniem genotypow marchwi, pomidora oraz kalafiora z cechg meskiej
sterylnosci do tworzenia nowej zmiennosci genetycznej. Podsumowanie dotyczy efektow
prowadzonej hodowli wsobnej oraz otrzymanych materiatbw badawczych w postaci linii
wsobnych. Dla kazdego typu meskiej sterylnosci opisan0 procedure rozmnazania generatywnego
z uwzglednieniem zastosowanych metod oraz rezultatow w postaci wydajnosci tworzenia nasion.
Procedury przeznaczone sa dla przedsigbiorstw hodowlano-nasiennych, instytucji naukowych
oraz innych podmiotéw zainteresowanych hodowlg tworcza oraz komercyjng mieszancow Fj
trzech waznych gospodarczo gatunkow warzyw: pomidora, kalafiora oraz marchwi.
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3. Procedura rozmnazania generatywnego linii marchwi w oparciu o ceche meskiej
sterylnosci
W produkcji marchwi dominujaca role odgrywaja mieszance F; ktére przewyzszaja odmiany
ustalone pod wzgledem wysokosci i jakosci plonu, wyrownania cech morfologicznych korzenia,
wysokiej warto$ci odzywczej oraz zwigkszonej odpornosci na czynniki biotyczne i abiotyczne.
Wykorzystanie linii wsobnych z cechag cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci jest skutecznym
I efektywnym sposobem umozliwiajacym hodowlg heterozyjna.

a) Opis cechy

Cytoplazmatyczna me¢ska sterylno$¢ marchwi charakteryzuje si¢ wystgpowaniem zaburzen W
budowie i funkcjonowaniu meskich organow generatywnych w kwiatach, przy jednoczesnym
zachowaniu zywotnosci zenskich organdéw generatywnych. Prace nad meska sterylnoscia
marchwi rozpoczeli Welch i Grimball, ktorzy w 1947 roku zidentyfikowali i opisali typ
bragzowych pylnikéw i typ platkowy. Pierwszy z typow meskiej sterylnosci cechuje si¢
zasychaniem pylnikow przed otwarciem kwiatu, natomiast drugi charakteryzuje si¢
przeksztatceniem precikow w dodatkowe struktury ptatkopodobne. Cecha meskiej sterylnosci
marchwi uwarunkowana jest czynnikiem cytoplazmatycznym i dwoma parami alleli jednym
w formie dominujacej a drugi w formie recesywnej (aaBB). Wspotdziatanie gendow jadrowych
I sterylizujacej cytoplazmy umozliwia zachowanie mgskiej sterylnosci kwiatow.

b) Hodowla z wykorzystaniem cechy cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS)
Hodowla z wykorzystaniem cechy cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS) prowadzona
jest przy uzyciu meskosterylnych linii matecznych, ktorej rosliny w fazie generatywnej
charakteryzuja si¢ kwiatami typu ptatkowego.

W celu rozmnozenia generatywnego wyselekcjonowanych roslin wyjsciowych z cechg CMS
I uzyskania w potomstwie roslin w petni mesko sterylnych, dobiera si¢ ptodne linie dopetniajace
0 korzystnych i wartosciowych cechach agrobotanicznych. Linie dopetniajace przeznaczone do
rozmnozenia generatywnego form meskosterylnych powinny posiada¢ cytoplazm¢ normalng
i dwie pary alleli jeden w formie dominujace drugi w formie recesywnej (aaBB). Z tego
wzgledu, réwnolegle z hodowlg linii meskosterylnych, nalezy prowadzi¢ selekcje
odpowiadajacych im liniit meskoptodnych o korzystnych cechach uzytkowych. Stabilno$¢ cechy
meskiej sterylnosci marchwi jest zalezna od warunkoéw S$rodowiska a szczegdlnie od
temperatury. Z tego wzgledu wysokie temperatury w czasie kwitnienia moga mie¢ wptyw na
ekspresje cechy meskiej sterylno$ci, powodujac czesciowa meska ptodnosé.

Uzyskanie wartosciowych, meskosterylnych i dopetniajacych linii wsobnych marchwi o dobrej
zdolno$ci do rozmnazania generatywnego jest warunkiem ich zastosowania w hodowli
mieszancowej.

¢) Reprodukcja linii hodowlanych i tworzenie mieszancow F; w oparciu o ceche
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci

Rozmnozenie generatywne meskosterylnych linii marchwi z cecha cytoplazmatycznej meskiej
sterylno$ci a takze ich form dopetniajacych oraz wytworzenie probnych mieszancow F; moze
by¢ prowadzone zaréwno w warunkach szklarniowych jak i polowych. W pierwszym etapie
nalezy otrzymac izogeniczne linie mgskosterylne i dopetniajace par¢ umozliwiajaca zachowanie
1 rozmnazanie formy meskosterylnej. Drugim etapem hodowli heterozyjnej jest identyfikacja
meskoptodnych linii, ktére charakteryzuja si¢ dobra zdolno$cia kombinacyjng, wysoka wartoscia
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hodowlang i do krzyzowan mig¢dzyliniowych z linig meskosterylng. Wszystkie komponenty do
tworzenia mieszancow F; marchwi powinny odznacza¢ si¢ korzystnymi cechami
agrobotanicznymi oraz dobra zdolnoscia do rozmnazania generatywnego zarOwno przy
zapyleniu wsobnym jak i krzyzowym.

cl) Rozmnozenie na skale eksperymentalng

W celu rozmnozenia generatywnego meskosterylnych i dopetniajacych linii marchwi
w warunkach szklarniowych, optymalnym terminem wysadzania korzeni jest koniec grudnia
i poczatek stycznia. Dzieki temu mozliwe jest skrocenie dwuletniego cyklu hodowlanego
marchwi do 12-14 miesiecy. Korzenie marchwi powinny by¢ poddane jarowizacji
w temperaturze 0-4°C przez okres 8-12 tygodni w warunkach kontrolowanych zapewniajacych
wlasciwa wilgotno$¢ oraz dobre warunki fitosanitarne. Po wyjeciu z chtodni zjarowizowane
korzenie powinny zosta¢ poddane starannej ocenie. Do rozmnozenia generatywnego
selekcjonowane sg jedynie ro$liny charakteryzujace si¢ catkowita zdrowotnoscig, typowe dla
danej linii wsobnej oraz o wysokiej wartosci uzytkowej. Wyselekcjonowane korzenie sg sadzone
do wysokich doniczek o pojemno$ci przynajmniej 5 1. napelnionych mieszaning substratu
torfowego z piaskiem i umieszczane w szklarni. W poczatkowym okresie wzrostu roslin
optymalna temperatura wynosi okoto 13°C w nocy i 18-20°C w dzien przy 16-godzinnej
dhugosci dnia. Natomiast w okresie formowania pedow nasiennych temperature nalezy podnies¢
do 21°C w nocy i 27°C w dzien. Terminy zakonczenia jarowizacji roslin nalezy dobiera¢ w ten
sposoOb aby zsynchronizowac¢ terminy kwitnienia linii mgskosterylnych i linii ptodnych, gdyz jej
brak ma wplyw na obnizenie wydajnosci nasion. Poczatek kwitnienia roslin marchwi
w warunkach szklarniowych nast¢puje po 2-3 miesigcach od wysadzenia. W tym czasie nalezy
przeprowadzi¢ pierwsza ocen¢ poziomu plodnosci/sterylnosci krzyzowanych komponentow
rodzicielskich. Ze wzgledu na niestabilno$§¢ cechy meskiej sterylnosci kontrolg nalezy
przeprowadza¢ Kilkukrotnie w miarg rozwoju kolejnych baldachéw na poszczegoélnych pedach
nasiennych. Do krzyzowan miedzyliniowych nalezy wybra¢ jedynie ro$liny odznaczajace sig
catkowita meska sterylnoscig form matecznych i meska ptodnoscig linii ojcowskich. Przy
selekcji nalezy rowniez zwroci¢ uwagg na wybarwienie ptatkow korony. Rosliny wytwarzajace
kwiatostany z biatymi kwiatami sg bardziej atrakcyjne dla owadow zapylajacych gdyz marchew
jest rosling owadopylng zapylang przez owady wabione bialg barwa platkéw 1 nektarem
wydzielanym przez kwiaty. Krzyzowanie ro§lin marchwi przeprowadza si¢ przy wykorzystaniu
niewielkich izolatoréw materialowych o dtugosci 70 cm i okoto 30 cm $rednicy zaopatrzonych w
zamek rozpigtych na drucianej konstrukcji. Izolatory umozliwiaja zastosowanie owadow
zapylajacych oraz utatwiajg kontrole sterylnosci i zdrowotnosci roslin podczas procesu zapylenia
przy zachowaniu izolacji przestrzennej. W celu przekrzyzowania linii meskosterylnych
I meskoptodnych, wybrane pedy generatywne obu genotypow umieszcza si¢ razem pod
wspolnym izolatorem. Dla uzyskania wysokiej wydajnosci nasion niezbednym jest zapewnienie
statej obecnosci 10-15 owadow muchy domowej (Musca domestica) w izolatorze i uzupehianie
liczby brakujacych owadoéw w trakcie kwitnienia roslin. Nawozenie 1 ochrone¢ przed chorobami
I szkodnikami nalezy prowadzi¢ zgodnie z biezacymi potrzebami oraz zaleceniami dla marchwi.
Nasiona zbierane sg osobno z kazdej rosliny sukcesywnie w miar¢ dojrzewania baldachow
kolejnych rzedow. Dla zapylen na skalg¢ eksperymentalng linii marchwi z cecha cms
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w warunkach szklarniowych, §rednia wydajnos¢ tworzenia nasion z rosliny przy uzyciu muchy
domowej wynosi $rednio od 1 do 2 gramow (2600 nasion).

C2) rozmnozenie generatywne na skale komercyjng

Dla uzyskania wyzszych wydajnosci nasion marchwi w oparciu o ceche cytoplazmatycznej
meskiej sterylnosci, rozmnozenie generatywne prowadzone jest w warunkach polowych.
Nawozenie 1 ochrong¢ przed chorobami i szkodnikami nalezy prowadzi¢ zgodnie z biezgcymi
potrzebami oraz zaleceniami dla marchwi. Dla zapewnienia izolacji przestrzennej stosuje si¢
izolatory siatkowe o powierzchni 9 lub 18 m? umocowanych na konstrukcji ze stalowych rurek,
ktore zabezpieczaja przed przypadkowym zapyleniem. W celu rozmnozenia generatywnego
nalezy wybiera¢ zjarowizowane korzenie odznaczajgce si¢ catkowita zdrowotnoscia, typowe dla
danej linii wsobnej oraz o wysokiej wartosci uzytkowej. Przed posadzeniem do izolatorow
korzenie marchwi sg zaprawiane przed chorobami bakteryjnymi i grzybowymi. Najbardziej
optymalnym terminem wysadzenia na miejsce state powinny jest pierwsza dekada maja, jednak
terminy zakonczenia jarowizacji powinny by¢ tak dobierane by zsynchronizowaé terminy
kwitnienia linii meskosterylnych i linii ptodnych jako komponentéw rodzicielskich. Korzenie
marchwi wysadzane sg w trzech rzgdach co 50 cm a odleglo$¢ pomiedzy roslinami w rzgdzie
powinna wynosi¢ 25 cm. W celu zachowania izolacji przestrzennej, rosliny marchwi sadzone sa
w odlegtosci co najmniej 100 cm od siatki izolatora, tak, by wyrastajace pedy kwiatostanowe nie
miaty z nig styczno$ci. Najwyzsza wydajno$¢ nasion otrzymuje si¢ przy zastosowaniu 15 roslin
lizolator przy proporcji genotypéw meskosterylnych do meskoptodnych 4:1. Poczatek kwitnienia
ro$lin marchwi w warunkach polowych nast¢puje w pierwszej dekadzie lipca. W tym czasie
dokonuje si¢ pierwszej oceny poziomu ptodnosci/sterylnosci krzyzowanych komponentow
rodzicielskich usuwajac wszystkie rosliny nietypowe dla danej linii oraz odznaczajace si¢
brakiem catkowitej sterylno$ci/ptodnosci. Oceny poziomu sterylnosci form komponentow
rodzicielskich, nalezy przeprowadzi¢ kilkakrotnie poczawszy od poczatku kwitnienia
z uwzglednieniem ich sterylno$ci oraz wybarwienia ptatkow w miar¢ rozwoju kolejnych
baldachow na poszczegdlnych pedach nasiennych. Do krzyzowan migdzyliniowych nalezy
wybra¢ jedynie rosliny odznaczajace si¢ catkowita meska sterylnoscig form matecznych i meska
ptodnoscia linii ojcowskich. Rosliny wytwarzajace kwiatostany z biatymi kwiatami sg bardziej
atrakcyjne dla owadow zapylajacych. Obecno$¢ co najmniej czterdziestu aktywnych owadow
zapylajacych/izolator o powierzchni 9 m? (mucha domowa lub pszczota samotnicza) zapewnia
optymalny poziom zapylenia krzyzowego w trakcie calego okresu kwitnienia. Zbioru nasion
nalezy dokonywa¢ sukcesywnie w miar¢ dojrzewania baldachow w kolejnych rze¢dach.
Wydajno$¢ nasion linii meskosterylnych w izolatorach polowych jest znacznie wyzsza niz
W izolatorach szklarniowych i wynosi od 6 do 21 graméw/rosling.

4. Procedura rozmnazania generatywnego linii kalafiora w oparciu o ceche
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci

a) Opis cechy

Cecha cytoplazmatycznej meskiej sterylno$ci jest najbardziej efektywnym sposobem
umozliwiajacym hodowlg heterozyjng kalafiora w oparciu o wykorzystanie linii hodowlanych ze
sterylizujagca cytoplazmg Raphanus sativus jako mechanizmem zabezpieczajacym przed
samozapyleniem. Meska sterylno$¢, w przeciwienstwie do mechanizmu samoniezgodnosci,
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pozwala na uzyskanie 100% zapylenia krzyzowego pomie¢dzy komponentami rodzicielskimi, bez
wzgledu na warunki srodowiska. Cecha cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci zostata opisana w
1968 roku (Ogura) a nastepnie ulepszona pod wzgledem cech uzytkowych i wydajnosci
tworzenia nasion metoda fuzji protoplastow (Pelletier, 1983). W Zaktadzie Genetyki, Hodowli
I Biotechnologii Ro$lin Warzywnych Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach badania nad
wykorzystaniem tej cechy prowadzone sg od 2000 roku.

Cytoplazmatyczna meska sterylno$¢ moze byé wykorzystywana z powodzeniem w programach
hodowlanych wszystkich gatunkow roslin kapustowatych zarowno na skale eksperymentalng jak
i komercyjng. Mieszance F; kalafiora wytwarzane w oparciu o ceche cytoplazmatycznej meskiej
sterylno$ci rowniez charakteryzuja si¢ meska sterylnoscig, gdyz w dostepnych zasobach
genowych dla rodzaju Brassica formy przywracajace ptodnos¢ nie sg dostepne.

b) Hodowla z wykorzystaniem cechy cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci

Hodowla z wykorzystaniem cechy cytoplazmatycznej mgskiej sterylnosci jest prowadzona
w oparciu 0 homozygotyczne linie wsobne z cytoplazmag R. sativus, ktorej obecnos$¢ warunkuje
wystepowanie cech anatomiczno-morfologicznych kwiatoéw z pylnikami nie wytwarzajacymi
ptodnego pylku. W opisanym typie meskiej sterylnosci budowa kwiatéw form meskosterylnych
i meskoptodnych jest podobna. Kwiaty i paki form meskosterylnych charakteryzujg si¢ mniejsza
wielko$cig bez widocznych anomaliami w budowie anatomicznej stupkéw i miodnikow, CO
zapewnia dobra zdolno$¢ do wigzania nasion. Dla rozmnozenia genotypow kalafiora z cecha
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci wykorzystuje si¢ ptodne, izogeniczne linie dopelniajace.
W celu tworzenia odmian mieszancowych linie meskosterylne krzyzowane sa z ptodnymi liniami
kalafiora o korzystnych cechach uzytkowych 1 dobrej zdolnosci kojarzeniowej. Linie
meskosterylne z cytoplazmg R. sativus charakteryzujg si¢ dobrg zdolnoscig do rozmnazania
generatywnego a srednia wydajno$¢ nasion wynosi od 40 do 60 gramow/rosling.

¢) Reprodukcja linii hodowlanych i tworzenie mieszancow F; w oparciu o ceche
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci

Dla zapewnienie wysokiej wydajnosci nasion, pierwsze etapy rozmnozenia generatywnego
meskosterylnych linii kalafiora z cecha cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci typu Raphanus
sativus powinny by¢ prowadzone w warunkach szklarniowych z mozliwoscig doswietlania roslin,
w temperaturze od 18 do 24°C. Optymalnym terminem wysiewu linii meskosterylnych jest
koniec stycznia oraz pierwsza dekada lutego. Ze wzgledu na konieczno$¢ synchronizacji
terminéw kwitnienia oraz réznice w terminach wytwarzania kwiatow, wysiew meskoptodnych
form dopelniajacych powinien nastgpowaé okoto 7 dni wczesniej niz linii meskosterylnych.
Jednak precyzyjne ustalenie terminu wysiewu ptodnych linii ojcowskich i form meskosterylnych
powinien by¢ ustalany indywidualnie dla kazdej kombinacji. Ze wzgledu na stosunkowo krotki
okres intensywnego kwitnienia kalafiora (2 tygodnie), synchronizacja terminow wysiewu
zabezpiecza przed czesciowym lub calkowitym rozminigciem si¢ terminow kwitnienia
komponentow rodzicielskich. Po uplywie 3 tygodni, siewki przesadzane s3 do doniczek
0 srednicy 12-15 cm i uprawiane w szklarni przy 12 godzinnym do$wietlaniu. Nawozenie oraz
ochrong przed chorobami i szkodnikami nalezy prowadzi¢ zgodnie z biezagcymi potrzebami oraz
zaleceniami dla kalafiora. W drugiej i trzeciej dekadzie kwietnia, w poczatkowej fazie wigzania
r6z, nalezy przeprowadzi¢ selekcje pod wzgledem cech typowych dla rozmnazanych linii
wsobnych oraz pod wzglgdem zdrowotnosci.
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cl) Rozmnozenie generatywne oraz tworzenie mieszancow F; na skale eksperymentalna
Rozmnozenie generatywne oraz tworzenie mieszancéw F1 W oparciu o ceche cytoplazmatyczne;j
meskiej sterylnosci powinno by¢ prowadzone w warunkach szklarniowych przy zastosowaniu
zapylen rgcznych. Linie przeznaczone do rozmnazania generatywnego powinny by¢ wysiane na
przetomie stycznia i lutego w ogrzewanej i doswietlanej szklarni. Wytwarzanie pedow
generatywnych nastgpuje w pierwszej lub drugiej dekadzie maja w zaleznosci od wczesnosci
rozmnazanych genotypow. W celu zabezpieczenia przed przypadkowym zapyleniem, pedy
kwiatostanowe linii meskosterylnych o wielkosci powyzej 3 mm sg izolowane w fazie pakow
kwiatowych, przy pomocy foliowo-pergaminowych torebek. Zapylenia reczne sg wykonywane na
swiezo otwartych kwiatach linii meskosterylnych. Kazde z wykonanych zapylen krzyzowych
nalezy precyzyjnie opisa¢ na etykiecie przymocowanej ponizej zapylonego pedu
kwiatostanowego z zaznaczeniem danych dotyczacych form rodzicielskich, kierunku i typu
zapylenia oraz dat¢ krzyzowania. Optymalna temperatura w okresie wigzania nasion linii
meskosterylnych wynosi od 18 do 24°C. W temperaturach wyzszych od zalecanej nastepuje
obnizenie zdolno$ci do wigzania nasion Oraz pogorszenie zywotnosci pyltku kalafiora linii
zapylajacych. Srednia wydajno$é tworzenia nasion/tuszczyne dla linii meskosterylnych typu
R. sativus jest rownie wysoka jak dla linii mgskoptodnych i wynosi od 8 do 20 nasion/tuszczyng.

c2) Rozmnozenie generatywne na skal¢ komercyjng

Rozmnozenie generatywne na skal¢ komercyjnag moze by¢ prowadzone w warunkach polowych
w izolatorach siatkowych zabezpieczajacych przed przypadkowym samozapyleniem oraz przy
wykorzystaniu owadow zapylajacych. Najwyzsza efektywnos$¢ tworzenia nasion w uzyskiwano
przy zastosowaniu pszczo6t samotniczych (Osmia rufa). Metoda ta pozwala na uzyskanie wysokiej
wydajnosci tworzenia nasion (40 do 70 gramow/rosling) przy stosunkowo niskich naktadach
pracy. Rosliny przeznaczone do wysadzenia w pole powinny by¢ wczesniej zahartowane
W chtodzonej szklarni przez okres 3 tygodni w temperaturze 12-16°C. Wysadzenie roslin na
miejsce state prowadzone jest w pierwszej dekadzie maja, we wczesnym etapie wigzania rozy.
Rosliny form meskosterylnych oraz linii ptodnych powinny by¢ sadzone w rozstawie 50 x 50 cm
w naprzemiennych rzedach. Optymalng proporcja komponentéw rodzicielskich dla meskiej
sterylnosci typu B. nigra jest 1:1 (formy ptodne/formy sterylne). Po posadzeniu rosliny wymagaja
starannego nawadniania, ochrony przed chorobami bakteryjnymi oraz nawozenia zgodnie z
biezagcymi potrzebami i rekomendacjami dla kalafiora. W drugiej dekadzie czerwca, nalezy
przeprowadzi¢ kontrole poziomu ptodnosci/sterylnosci oraz selekcje kazdej z rozpoczynajacej
kwitnienie roslin linii mgskoptodnych i meskosterylnych. Owady zapylajace nalezy wprowadzaé
do izolatorow w ktorych rozwinigtych jest przynajmniej 10% kwiatéw kalafiora. Dla
optymalnego zapylenia komponentéw rodzicielskich zaleca si¢ wykorzystanie 10-15 pszczot
samotniczych/rosling. Dla zapewnienia dobrych warunkéw rozwoju luszczyn form
meskosterylnych, w drugiej dekadzie lipca, zalecane jest usunig¢cie z izolatorow roslin
meskoptodnych, ktore byly zapylaczami. Zabieg ten zabezpiecza przed przypadkowym
zamieszaniem nasion linii m¢skoptodnych i meskosterylnych podczas zbioru oraz stwarza lepsze
warunki fitosanitarne dla dojrzewania nasion. Po przekwitnigciu roslin 1 usunigciu linii
meskoptodnych  dokonuje si¢  zabiegdbw ochrony przeciwko chorobom bakteryjnym
(Xanthomonas, Erwinia) i grzybowym (Alternaria spp), zgodnie z zaleceniami dla kalafiora.
Nasiona kolejnego pokolenia linii wsobnych oraz mieszancéw F; z cecha cytoplazmatycznej
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meskiej sterylnos$ci sg zbierane wytacznie z roslin matecznych. Zbior tuszczyn przeprowadzany
jest etapowo, w miar¢ dojrzewania pedow nasiennych od konca lipca do polowy wrzesnia,
W zaleznosci od warunkdéw pogodowych oraz wczesnosci rozmnazanych genotypow.
Po wysuszeniu tuszczyn, ekstrakcji oraz kalibracji, nasiona form meskosterylnych zachowuja
$rednig zywotno$¢ 6-8 lat.

5. Procedura wykorzystania cechy cytoplazmatycznie-jadrowej meskiej sterylnosci do
rozmnazania generatywnego kalafiora.

Procedura przeznaczona jest dla przedsi¢biorstw hodowlano-nasiennych, instytucji naukowych
oraz innych podmiotéw zainteresowanych hodowlg tworcza oraz komercyjng mieszancéw F
kalafiora.

a) Opis cechy

Cecha cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci jest jednym 2z mechanizmow
zabezpieczajacych przed samozapyleniem, ktéry umozliwia wykorzystanie linii hodowlanych
roslin kapustowatych do tworzenia odmian heterozyjnych. Mgska sterylno$¢, w przeciwienstwie
do mechanizmu samoniezgodnosci, pozwala na uzyskanie 100% zapylenia krzyzowego pomigdzy
komponentami rodzicielskimi, bez wzgledu na warunki srodowiska. Cecha cytoplazmatyczno-
jadrowej meskiej sterylno$ci zostala wprowadzona metodg hybrydyzacji z dzikich form czarnej
rzodkwi (Brassica nigra) do form uzytkowych kalafiora i brokutu (Pearson, 1972), a nastgpnie
ulepszona pod wzgledem cech uzytkowych i wydajnosci tworzenia nasion w Zaktadzie Genetyki,
Hodowli i Biotechnologii Roslin Warzywnych Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach.
Cytoplazmatyczno-jadrowa meska sterylnos¢ moze by¢é wykorzystywana w programach
hodowlanych wczesnych i srednio-wczesnych mieszancow F; kalafiora oraz w celu rozmnazania
generatywnego komponentow rodzicielskich, zaréwno na skale eksperymentalng jak
I komercyjng. Mieszance F; kalafiora wytwarzane w oparciu o ceche cytoplazmatyczno-jadrowe;j
meskiej sterylno$ci charakteryzujg si¢ meska ptodnoscia.

b) Hodowla z wykorzystaniem cechy cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci jest
prowadzona w oparciu o homozygotyczne linie wsobne z cytoplazma B. nigra, ktorej obecnosé¢
warunkuje wystepowanie cech anatomiczno-morfologicznych kwiatow typu petaloidowego.
W opisanym typie mgeskiej sterylnosci zamiast precikdw z prawidlowo wyksztatconymi
pylnikami obecny jest dodatkowy okoétek ptatkow korony. Kwiaty i paki form meskosterylnych
charakteryzuja si¢ mniejsza wielkoscig oraz niekiedy anomaliami w budowie anatomicznej
stupkow 1 miodnikéw jednak dwukrotnie wigksza liczba kwiatow form meskosterylnych
w porownaniu do form meskoptodnych kalafiora zapewnia dobrg zdolnos$¢ do wigzania nasion.
Dla rozmnozenia genotypdw kalafiora z cechg cytoplazmatyczno- jadrowej meskiej sterylnosci
wykorzystuje si¢ plodne linie dopelniajgce, posiadajgce recesywny gen (rf,rf) w formie
homozygotycznej odpowiedzialny za utrzymanie cechy CMS. Linie dopetniajace charakteryzuja
si¢ takimi samymi cechami agrobotanicznymi jak linie me¢skosterylne 1 stanowig niezbedny
element do rozmnazania generatywnego linii meskosterylnych. Wspotdzialanie recesywnych
genow jadrowych ze sterylizujaca cytoplazma B. nigra umozliwia zachowanie cechy meskiej
sterylnosci w kolejnych pokoleniach generatywnych. W celu tworzenia odmian mieszancowych
linie meskosterylne krzyzowane sa z plodnymi liniami kalafiora o korzystnych cechach
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uzytkowych 1 dobrej zdolnosci kojarzeniowej. Wigkszos¢ uprawnych odmian i linii kalafiora
charakteryzuje si¢ posiadaniem dominujgcych gendéw Rf, Rf odpowiedzialnych za przywracanie
ptodnosci meskosterylnych linii z cytoplazmg B. nigra. Z tego wzgledu, wszystkie mieszance Fy
uzyskane przy wykorzystaniu cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci sg megskoptodne.
Linie meskosterylne z cytoplazma B. nigra przeznaczone do hodowli heterozyjnej powinny
odznacza¢ si¢ dobrg zdolnosciag do rozmnazania generatywnego przy zapyleniu krzyzowym.
W tym celu niezbednym jest prowadzenie selekcji linii meskosterylnych pod wzgledem
wydajnos$ci tworzenia nasion przy zapyleniu krzyzowym lub siostrzanym. Linie meskosterylne
wytwarzajace powyzej 20 gramow nasion/rosling mogg by¢ wartosciowymi komponentami
rodzicielskimi do hodowli tworczej.

c) Reprodukcja linii hodowlanych i mieszancéw F; w oparciu o ceche cytoplazmatyczno-
jadrowej meskiej sterylnosci.

Pierwsze etapy rozmnozenia generatywnego meskosterylnych linii kalafiora z cechg
cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci z cytoplazmg Brassica nigra powinny by¢ prowadzone
w warunkach szklarniowych z mozliwoscig doswietlania roslin, w temperaturze od 18 do 24°C.
Optymalnym terminem wysiewu linii me¢skosterylnych jest koniec stycznia oraz pierwsza dekada
lutego. Ze wzgledu na koniecznos$¢ synchronizacji terminéw kwitnienia oraz réznice w terminach
wytwarzania kwiatow, wysiew meskoptodnych form dopetniajacych powinien nastepowaé 10-7
dni wcze$niej niz linii meskosterylnych. Przesunigcie terminu wysiewu ptodnych linii ojcowskich
do tworzenia mieszancéw F; powinno by¢ ustalane indywidualnie dla kazdej pary komponentow
rodzicielskich. Brak synchronizacji termindw wysiewu moze spowodowaé czeSciowe lub
catkowite rozminigcie si¢ termindw kwitnienia cOo praktycznie uniemozliwi reprodukcje form
mieszancowych z cechg CMS lub wplynie na obnizenie wydajnosci nasion. Po uptywie
3 tygodni, siewki przesadzane sa do doniczek o $rednicy 12-15 cm i uprawiane w szklarni przy
12 godzinnym dos$wietlaniu. Nawozenie oraz ochron¢ przed chorobami i szkodnikami nalezy
prowadzi¢ zgodnie z biezacymi potrzebami oraz zaleceniami dla kalafiora. W drugiej 1 trzeciej
dekadzie kwietnia, w poczatkowej fazie wigzania réz, nalezy przeprowadzi¢ selekcje pod
wzgledem cech typowych dla rozmnazanych linii wsobnych kalafiora oraz pod wzglgdem
zdrowotnosci roslin.

c1) Rozmnozenie generatywne na skal¢ eksperymentalng

Rozmnozenie generatywne na skalg eksperymentalng linii CMS oraz wytworzenie probnych
mieszancéw F1 moze by¢ prowadzone w warunkach szklarniowych przy wykorzystaniu zapylen
recznych. Pedy generatywne linii kalafiora uprawianych w szklarni sg wytwarzane W pierwszej
i drugiej dekadzie maja. Pedy kwiatostanowe linii mgskosterylnych przeznaczonych do
rozmnazania generatywnego w szklarni, w fazie pagkow kwiatowych o wielkosci powyzej 3 mm,
powinny by¢ przykryte przy pomocy papierowo-pergaminowych izolatorow w celu
zabezpieczenia przed przypadkowym zapyleniem krzyzowym. Po wytworzeniu pierwszych
W petni rozwinigtych kwiatow nalezy oceni¢ ich budowe anatomiczno-morfologiczng dla
identyfikacji cech typowych dla cytoplazmatycznie-jadrowej mgeskiej  sterylnosci.
Do rozmnazania generatywnego moga by¢ przeznaczone jedynie rosliny z Kwiatami typu
petaloidowego, gdzie preciki zostaly przeksztalcone w dodatkowe ptatki korony. Recznych
zapylen dokonuje si¢ na s$wiezo otwartych kwiatach linii mgskosterylnych. Kazda
Z przeprowadzonych kombinacji powinna by¢ opisana na etykiecie przymocowanej ponizej
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zapylonego pedu kwiatostanowego. Opis powinien zawiera¢ wszystkie informacje dotyczace
rodzaju form rodzicielskich, kierunku i typu zapylenia oraz dat¢. Optymalna temperatura dla
wigzania nasion linii mgskosterylnych wynosi od 18 do 24°C. W temperaturach wyzszych od
zalecane] nastgpuje obnizenie zdolnoéci do wigzania nasion form matecznych oraz pogorszenie
zywotnosci pytku kalafiora linii zapylajacych. Srednia wydajno$é tworzenia nasion/tuszczyne dla
linii meskosterylnych typu B. nigra wynosi od 2 do 8 nasion i ze wzglgdu na czgste anomalie
w budowie tuszczyn jest nizsza niz dla linii m¢skoptodnych.

c2) Rozmnozenie generatywne na skal¢ komercyjna

Rozmnozenie generatywne na skal¢ komercyjng moze by¢ przeprowadzane w polu przy
wykorzystaniu izolatorow siatkowych zabezpieczajacych przed przypadkowym samozapyleniem
przy udziale owadoéw zapylajacych takich jak pszczota miodna, pszczota samotnicza, trzmiele lub
mucha domowa. Najwyzszg efektywno$¢ tworzenia nasion w stosunku do poniesionych
naktadow uzyskuje si¢ przy wykorzystaniu pszczot samotniczych. Metoda ta pozwala na
obnizenie kosztow oraz uzyskanie wysokiej wydajnosci tworzenia nasion dzigki ktorej z jednej
ro$liny mozna uzyska¢ od 20 do 60 gramoéw. Rosliny przeznaczone do wysadzenia w pole
powinny by¢ wczesniej zahartowane w chtodzonej szklarni przez okres 3 tygodni w temperaturze
12-16°C. Wysadzenie ro$lin na miejsce stale zalecane jest w pierwszej dekadzie maja,
a optymalna faza rozwojowa roslin kalafiora jest wczesny etap wigzania rézy. Rosliny form
meskosterylnych oraz linii ptodnych nalezy sadzi¢ w rozstawie 50 x 50 cm w naprzemiennych
rzedach. Posadzone na miejsce stale rosliny wymagaja starannego nawadniania, ochrony przed
chorobami bakteryjnymi oraz nawozenia zgodnie z potrzebami i rekomendacjami dla kalafiora.
Optymalng proporcjg komponentow rodzicielskich dla meskiej sterylnosci typu B. nigra jest 1:1
(formy plodne/formy sterylne). Po wytworzeniu pgedéw kwiatostanowych w drugiej dekadzie
czerwca nalezy przeprowadzi¢ kontrole poziomu ptodnosci/sterylnosci oraz selekcji kazdej
Z rozpoczynajacej kwitnienie roslin linii meskoptodnych i meskosterylnych. Owady zapylajace
wprowadzane sa do izolatorow w ktorych rozwinigtych jest przynajmniej 10% kwiatéw kalafiora.
Dla optymalnego zapylenia komponentow rodzicielskich zaleca si¢ stosowanie 10-15 pszczot
samotniczych/rosling. Dla zapewnienia dobrych warunkéw rozwoju tuszczyn form
meskosterylnych, w drugiej dekadzie lipca, zalecane jest usunig¢cie z izolatorow roslin
meskoptodnych, ktore byly zapylaczami. Zabieg ten zabezpiecza rowniez przed przypadkowym
zamieszaniem nasion linii m¢skoptodnych i mgskosterylnych podczas zbioru oraz stwarza lepsze
warunki fitosanitarne dla dojrzewania nasion. Po przekwitnigciu roslin 1 usunigciu linii
meskoptodnych  dokonuje si¢  zabiegdbw ochrony przeciwko chorobom bakteryjnym
(Xanthomonas, Erwinia) i grzybowym (Alternaria spp), zgodnie z zaleceniami dla kalafiora.
Nasiona kolejnego pokolenia linii wsobnych oraz mieszancéw Fi z cecha cytoplazmatycznej
meskiej sterylnosci typu B. nigra sa zbierane wylacznie z roslin matecznych. Zbior tuszczyn
przeprowadzany jest etapowo, w miar¢ dojrzewania pedow nasiennych od konca lipca do potowy
wrzes$nia, w zaleznosci od warunkow pogodowych oraz wczesnosci rozmnazanych genotypow.
Po wysuszeniu tuszczyn, ekstrakcji oraz kalibracji, nasiona form meskosterylnych zachowuja
$rednig zywotno$¢ okoto szesciu lat.
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Fot. 1. Izolatory siatkowe do reprodukgc;ji linii m¢skosterylnych kalafiora

Fot. 2. Kwiaty typu petaloidowego form meskosterylnych kalafiora, pszczota samotnicza
(Osmia rufa) jako zapylacz

Fot. 3. Pedy nasienne form meskoptodnych (od lewej) i mgskosterylnych linii kalafiora z cecha
cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci
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6. Procedura rozmnazania generatywnego linii pomidora w oparciu o ceche funkcjonalnej
meskiej sterylnosci warunkowanej genem ms-10

a) Opis cechy

Cecha meskiej sterylnosci, uwarunkowana genami ms jest jednym z mechanizméw
zabezpieczajacych przed samozapyleniem, ktory umozliwia wykorzystanie linii hodowlanych
ro$lin pomidora do tworzenia odmian heterozyjnych. Opisano wiele mutantéw typu ms (ms - 1 —
ms - 46), cechujacych si¢ réznym poziomem sterylnosci bgdacej efektem deformacji pylnikow
oraz ograniczeniami w wytwarzaniu pytku, od catkowicie me¢skosterylnych roslin do form
wytwarzajacych pylek w pewnych warunkach. Za najlepsze geny meskiej sterylno$ci uwazane
sg geny ms—10 i ms—32 (Michalska A., 1993), ktore zostaly wprowadzone do materiatlow
hodowlanych i obecnie trwaja prace nad ich wykorzystaniem w produkcji nasion odmian
heterozyjnych na caltym $wiecie. Nalezy jednak podkresli¢, ze mutanty typu ms, podobnie jak
inne znane typy meskiej sterylnosci u pomidora (sl, ps, ps—2, ex) nie spetniaja wszystkich
wymagan stawianych idealnym mutantom meskosterylnym (Stevens M.A., Rick C.M., 1986).
Wiele ze znanych mutantow ms wytwarza bowiem sporadycznie pytek. Ponadto mutanty te
muszg by¢ rozmnazane poprzez krzyzowanie z ptodnymi heterozygotami, na skutek czego tylko
polowa roslin moze by¢ uwazana jako forma mateczna. Wtasciwos¢ ta powoduje koniecznosé
poszukiwania markerow umozliwiajacych wczesng selekcje roslin - meskosterylnych.
W opisanym typie m¢skiej sterylno$ci budowa kwiatéw form meskosterylnych i mgskoptodnych
jest podobna. Kwiaty form mgskosterylnych charakteryzuja si¢ jedynie mniejsza wielko$cig bez
widocznych anomalii w budowie anatomicznej stupkow i pylnikow.

W Zakladzie Genetyki, Hodowli 1 Biotechnologii Ros$lin Warzywnych Instytutu
Ogrodnictwa w Skierniewicach badania nad wykorzystaniem tej cechy prowadzone sg od 2008
roku. W wyniku wspotpracy z Uniwersytetem w Poinocnej Karolinie (NCSU), USA, pozyskano
nasiona dwoch, segregujacych populacji pokolenia F, pomidora uprawnego z cecha meskiej
sterylnosci uwarunkowanej obecnoscig genu ms-10. W obrebie segregujacych populacji
przeprowadzono wstepna selekcje roslin sterylnych w fazie siewek na podstawie cechy
zielonego hypokotylu uwarunkowanej genem a, i bedacej markerem sterylnosci dla genu ms -
10. Wyselekcjonowane genotypy o catkowitej sterylnosci kwiatow przekrzyzowano z ptodnymi
liniami o zréznicowanych cechach uzytkowych pomidora gruntowego, uzyskujac tym samym
cenny material wyj$ciowy do dalszych badan. Wynikiem badan prowadzonych na przestrzeni
pieciu lat trwania niniejszego programu bylo wyprowadzenie pig¢ciu meskosterylnych linii
(nasiona uzyskane w 2014 roku pokolenie F7) w oparciu o0 gen ms — 10.

b) Hodowla z wykorzystaniem cechy meskiej sterylnosci uwarunkowana genem ms — 10,
ktérego obecno$¢ warunkuje wystepowanie cech anatomiczno-morfologicznych kwiatow
z pylnikami nie wytwarzajacymi ptodnego pylku. Rozmnozenie genotypéw pomidora z cecha
meskiej sterylnosci przeprowadza si¢ poprzez krzyzowanie ich z plodnymi heterozygotami, na
skutek czego tylko polowa roslin moze by¢ uwazana jako forma mateczna. Wczesng selekcje
ro$lin meskosterylnych umozliwiajg obecno$¢ genow modyfikujgcych wytwarzanie antocyjanu
lub blokujacych jego synteze. W przypadku meskiej sterylnosci typu ms — 10, markerem jest gen
aa, warunkujacy zielone zabarwienie hypokotylu. W celu tworzenia odmian mieszancowych
wysoce homozygotyczne linie meskosterylne (tylko rosliny beznasienne, czyli zielono-
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todyzkowe) krzyzowane sg z ptodnymi liniami pomidora o korzystnych cechach uzytkowych
i wysokiej zdolnosci kojarzeniowej. Rosliny meskosterylne z genem ms - 10 charakteryzujg si¢
nizsza niz dla linii meskoptodnych zdolnoscia do rozmnazania generatywnego, a Srednia
wydajnos¢ nasion wynosi od 0,10 do 0,28 gramow/owoc. Poniewaz linie mgskosterylne
wykorzystywane w hodowli heterozyjnej powinny odznaczaé si¢ wysoka wydajnoscia
rozmnazania generatywnego przy zapyleniu krzyzowym, dlatego tez niezbedne jest prowadzenie
selekcji linii meskosterylnych celem poprawy tej cechy. Linie meskosterylne wytwarzajace
powyzej 0.25 grama nasion/owoc mogg by¢ warto§ciowymi komponentami rodzicielskimi do
hodowli tworczej.

c¢) Reprodukcja linii hodowlanych i mieszancow F; pomidora w oparciu o ceche
funkcjonalnej meskiej sterylnosci.

Rozmnozenie generatywne oOraz tworzenie mieszancow F; na skalg¢ eksperymentalng
i komercyjng w oparciu o cech¢ mgskiej sterylnosci (ms - 10) powinno by¢ prowadzone
w warunkach szklarniowych lub pod ostonami przy wykorzystaniu zapylen rgcznych. Termin
wysiewu uzalezniony jest od typu uprawy i, w zwigzku z tym moze nastgpowac od polowy
stycznia do potowy czerwca. W fazie siewek (1-2 prawdziwe liscie) u kazdej linii nalezy
przeprowadzi¢ obserwacje roslin pod wzgledem barwy hypokotylu, segregujac je na zielono-
(aa) i fioletowo todyzkowe (a+a+). Do dalszych prac hodowlanych nalezy wytypowa¢ rosliny
z cechg zielonego hypokotylu (aa), ktore ze wzgledu na sprzezenie zaklasyfikowane sa jako
genotypy z genem ms-10. Ponadto dla kazdej z tych linii nalezy wysadzi¢ plodne rosliny z cecha
fioletowego hypokotylu (AA lub Aa), w celu umozliwienia reprodukcji roslin sterylnych z genem
ms-10. Liczba roslin wysadzonych z obu typoéw zalezy od ich przeznaczenia (rozmnozenie na
skale eksperymentalng lub komercyjng), przy czym liczba ptodnych roslin z fioletowym
hypokotylem powinna stanowi¢ 25-35% roslin me¢skosterylnych. Nalezy rowniez uwzglednié
fakt, iz przy zapyleniu roslin meskosterylnych pytkiem roslin posiadajacych oba dominujace
allele A w formie homozygotycznej wszystkie rosliny populacji potomnej beda meskoptodne.
Po posadzeniu ro$liny wymagaja starannego nawadniania, ochrony przed chorobami
bakteryjnymi i grzybowymi oraz nawozenia zgodnie z biezacymi potrzebami i rekomendacjami
dla pomidora. Nalezy przeprowadzi¢ kontrol¢ poziomu plodnos$ci/sterylnosci oraz selekcje
kazdej z rozpoczynajacej kwitnienie ros$lin meskosterylnych. Zapylenia rgczne powinny by¢
wykonywane na $wiezo otwartych kwiatach ros§lin o calkowitej sterylnosci jako form
matecznych. Kazde z wykonanych zapylen krzyzowych lub siostrzanych nalezy precyzyjnie
opisa¢ na etykiecie przymocowanej do zapylonego kwiatostanu z zaznaczeniem informacji
dotyczacych form rodzicielskich, kierunku i typu zapylenia oraz dat¢ wykonania. Optymalna
temperatura w okresie wigzania nasion linii meskosterylnych wynosi od 18 do 24°C.
W temperaturach wyzszych od zalecanej nastgpuje obnizenie zdolno$ci do wigzania nasion form
matecznych oraz pogorszenie zywotnosci pytku pochodzacego z roslin zapylajacych.

Nasiona kolejnego pokolenia linii wsobnych oraz mieszancoéw Fi z cechg funkcjonalnej meskie;j
sterylno$ci sg zbierane wylgcznie z roslin matecznych. Zbior owocoOw przeprowadzany jest
etapowo, w miare ich sukcesywnego dojrzewania, w zaleznosci od warunkow pogodowych oraz
wczesnosci  rozmnazanych genotypéw. Po  ekstrakcji oraz kalibracji, nasiona form
meskosterylnych zachowujg $rednig zywotnos¢ 6 -8 lat.
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