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Abstract

In 2015 in the Department of the Genetics and Breeding of Vegetable
Crops and in the Microscopy Laboratory, Research Institute of Horticulture in
Skierniewice five cytoplasmic male sterile (cms) and five their respective main-
tainer fertile lines of cauliflower (Brassica oleracea var. botrytis) were evaluated.
The anatomical and morphological traits of flowers and ability of the generative
propagation in the field using the red mason bee (Osmia rufa) were analyzed. The
male sterile lines with petaloid-type flowers without stamens presented less com-
pact structure of petals and sepals as well as nectaries varied in the shape in com-
parison to the male fertile plants. Cms lines produced lower seed yield than fertile
lines. In conclusion, the loose structure of cms flowers may reduce the frequency
of pollination by insects and thus reduce the yield of seeds.

Key words: cauliflower, cytoplasmic male sterility B. nigra, generative propaga-
tion, flower morphology, cross pollination, seed yield

WSTEP
Tworzenie nowoczesnych odmian heterozyjnych warzyw kapust-
nych, w tym kalafiora, jest prowadzone z wykorzystaniem efektywnych
metod krzyzowania komponentéw rodzicielskich 1 opiera si¢ na wykorzy-
staniu cechy samoniezgodno$ci lub cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci
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(cms) (Dixon 2007). Mieszance F1 kalafiora, w poréwnaniu do odmian
ustalonych, odznaczajg si¢ lepszym wyrdwnaniem, wyzsza jakoscig réz
I wysokoscig plonu handlowego a takze odpornoscia na stresy biotyczne
I abiotyczne. Cecha cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci, odkryta i opi-
sana przez Ogura (1968), wykorzystywana jest w hodowli heterozyjnej
odmian mieszancowych rzepaku, kalafiora, brokutu oraz kapusty glowia-
stej biatej (Yamagishi i Bhat 2014). Innym zrédtem cytoplazmatyczno-jg-
drowej meskiej sterylnosci jest czarna rzodkiew (Brassica nigra), z ktorej
cecha ta zostala wprowadzona do linii brokutu i kalafiora przez Pearsona
(1972), a nastepnie Dicksona (1975), Dicksona i Kyle (1987). Dziedzicze-
nie tej cechy u roslin z rodziny kapustowatych jest zwigzane ze wspotdzia-
taniem recesywnych genow jadrowych (rf,rf) ze sterylizujacg cytoplazma
B. nigra obecng w liniach meskosterylnych. Linie dopetniajace, ktore
umozliwiaja rozmnazanie generatywne form meskosterylnych posiadaja
ptodna cytoplazme B. oleracea oraz recesywne geny jadrowe (rf,rf). Ge-
notypy kalafiora wykorzystywane w hodowli tworczej charakteryzujg si¢
posiadaniem dominujacych alleli genu (Rf,Rf). Pierwsze polskie linie ka-
lafiora z cytoplazma B. nigra uzyskane przez Hoser-Krauze (1987) posia-
daly liczne anomalie w budowie organéw generatywnych wynikajace
Z niezgodnosci DNA jadrowego i mitochondrialnego. Kwiaty linii cms nie
posiadaty precikowia, a wewnetrzny okolek przeksztatcony byt w tyzecz-
kowate, wydluzone struktury przypominajace ptatki korony. Wiekszos¢
kwiatow form meskosterylnych typu B. nigra odznaczata si¢ mniejszymi
ptatkami, nierozwinigtymi miodnikami i wystepowaniem r6znego rodzaju
deformacji w budowie stupka (niezrosniete owocolistki, spiralne skrecenie
tuszczyn), co wplywato na brak atrakcyjnosci dla owadow zapylajacych
oraz na niska wydajno$¢ tworzenia nasion (Kaminski i Dyki 2007). Nasi-
lenie deformacji w budowie organdéw generatywnych linii meskosteryl-
nych zalezato od genotypu i warunkéw srodowiska, ktore modyfikowatly
ich budowg anatomiczng. W roku 2012, w wyniku prowadzonej hodowli,
otrzymano kolekcj¢ ulepszonych linii cms kalafiora z cytoplazma B. nigra
oraz linii dopetniajacych 1 scharakteryzowano ja pod wzgledem najwaz-
niejszych cech morfologicznych i uzytkowych (Kaminski i in. 2012).
Ulepszone linie cms B. nigra charakteryzowatly si¢ wyzsza zdolno$cig do
tworzenia nasion oraz zréZnicowanym poziomem wyst¢powania anomalii
morfologicznych w budowie kwiatow. Najlepsze z nich wykorzystano do
tworzenia eksperymentalnych form mieszancowych oraz do dalszej ho-
dowli w celu stabilizacji korzystnych cech uzytkowych i wysokiej zdolno-
sci do rozmnazania generatywnego (Kaminski 2014).
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Celem niniejszej pracy byta ocena ulepszonych w wyniku hodowli
linii wsobnych kalafiora z cecha cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej ste-
rylnosci w poréwnaniu do meskoptodnych linii dopetniajacych pod wzgle-
dem cech anatomiczno-morfologicznych wptywajacych na ich zdolnos¢
do rozmnazania generatywnego przy Wykorzystaniu murarki ogrodowej
(Osmia rufa).

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowito pig¢ meskosterylnych linii wsobnych
kalafiora z cytoplazma B. nigra (AP03, AP14, AP19, AP10, AP11) oraz
pig¢ meskoptodnych linii dopetniajacych (BP03, BP14, BP19, BP10,
BP11). Linie te zostaty otrzymane w Zaktadzie Genetyki Hodowli i Bio-
technologii Instytutu Ogrodnictwa w latach 2011-2014 i charakteryzowaty
si¢ stosunkowo dobrym wyréwnaniem i jako$cia r6z oraz zdolnoscia ko-
jarzeniowa (Kaminski i in. 2012; Kaminski 2014). W pierwszej dekadzie
stycznia 2015 roku wysiano po 20 ro$lin kazdej z linii i uprawiano
w szKlarni w temperaturze 20 °C, przy 12 godzinnym dniu. Nawozenie,
nawadnianie oraz ochron¢ przed chorobami i szkodnikami prowadzono
zgodnie z zaleceniami i wymaganiami dla kalafiora. W pierwszym tygo-
dniu maja rosliny linii cms i ptodnych linii dopetniajgcych zostaty wysa-
dzone do izolatoréw polowych o powierzchni 9 m? i przykryte siatka za-
bezpieczajaca przed owadami. W kazdym z izolatorow wysadzono jedna
z pigeiu linii cms i odpowiadajaca jej lini¢ dopetniajaca, po pigé roslin kaz-
dej w 2 rzgdach, 100 cm migdzy rzgdami i 50 cm miedzy roslinami w rzg-
dzie. W pierwszym tygodniu czerwca, po pojawieniu si¢ pierwszych kwit-
nacych kwiatéw, do kazdego z izolatorow wpuszczono po 90 osobnikow
murarki ogrodowej w celu zapewnienia wlasciwego zapylenia krzyzo-
wego. Ocen¢ makroskopowg budowy anatomiczno-morfologicznej oraz
mikroskopowa prowadzono na 20 swiezo otwartych kwiatach wszystkich
linii kalafiora przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego OLYMPUS
SZX16 z elektroniczng rejestracja obrazu cell”B. Oceng histologiczna
kwiatow wykonano przy uzyciu mikroskopu Nikon Eclipse 801 z progra-
mem NIS-Elements BR2.30, natomiast miodniki analizowano skaningo-
wym mikroskopem elektronowym JEOL JSM-6390LV. W ostatnim tygo-
dniu sierpnia, po osiagnig¢ciu dojrzatosci zbiorczej, dokonano zbioru pedow
nasiennych. Nastepnie po wysuszeniu tuszczyn, nasiona zostalty oczysz-
czone i zwazone indywidualnie dla kazdej rosliny linii meskosterylnej 1 linii
meskoptodnej. Na tej podstawie obliczono $rednig mase nasion, przedsta-
wiono zakres zmienno$ci oraz wykonano analize wariancji (ANOVA) przy
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wykorzystaniu programu STATISTICA (StatSoft). Istotno$¢ roznic miedzy
srednimi obliczono za pomocg testu Duncana dla p = 0,05.

WYNIKI

Wszystkie rosliny linii cms 1 linii dopetniajacych kalafiora rozpo-
czety kwitnienie w pierwszym i drugim tygodniu czerwca. Rosliny rozmna-
zane generatywnie odznaczaly si¢ dobrym wigorem, zdrowotnoscig oraz
posiadaty cechy morfologiczne organéw generatywnych typowe dla kala-
fiora Linie mg¢skoptodne i meskosterylne roznity sie miedzy sobg pod
wzgledem budowy kwiatow. Kwiaty linii m¢skoptodnych tworzyty zwarty
uktad czterech zielonych dziatek kielicha, czterech zottych ptatkow korony
i szedciu precikow z duzymi, zOttymi pylnikami (fot. 1A, 2A).

Poszczegdlne elementy kwiatu osadzone byly na dnie kwiatowym
obok dwéch par miodnikéw roéznej wielkosci (fot. 3A, C). Morfologiczna
konstrukcja kwiatu roslin meskosterylnych stanowita znacznie luzniejszy
uktad poszczegodlnych elementéw w poréwnaniu z budowa kwiatow roslin
meskoptodnych (fot. 1B). Kwiaty ro$lin linii cms B. nigra miaty rowniez
cztery dzialki kielicha i cztery zotte lub biate ptatki korony, ale zamiast
pylnikéw cztery dodatkowe, waskie ptatki wewngtrzne o ksztatcie tyzecz-
kowatym lub wydluzonym, przylegajace do centralnie 0sadzonego, wyso-
kiego stupka. W trakcie kwitnienia nie obserwowano rdéznic w poziomie
sterylno$ci pomiedzy kwiatami linii cms poszczeg6lnych linii wsobnych.

Analiza mikroskopowa kwiatow linii m¢skoptodnych i meskosteryl-
nych kalafiora wykazala obecno$¢ miodnikow, ktore byty zroznicowane
pod wzgledem wielkosci, ksztaltu, ilo§ci wydzielanego nektaru oraz
umiejscowienia w dnie kwiatowym. Badania mikroskopowe dna kwiato-
wego linii meskosterylnych ukazywaty miodniki o bardzo zréznicowa-
nych ksztattach 1 wielkosci, nawet w obrebie tej samej linii. Wiele miodni-
kow, szczegolnie zewnetrznych, wykazywalo anatomiczne cechy aktyw-
nosci wydzielniczej, natomiast miodniki w wewnetrznej czgsci byty sta-
biej rozwinigte 1 zwykle szczelniej zamknigte (fot. 3A, B, C, D, E, F). Za-
rowno dla linii meskoptodnych, jak 1 meskosterylnych na powierzchni
miodnikow §wiezych kwiatow obserwowano krople nektaru (fot. 3A, B).
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Fot. 1. Kwiaty meskoptodnych (A) i meskosterylnych (B) linii kalafiora typu
B. nigra
Phot. 1. Flowers of male fertile (A) and male sterile (B) B. nigra cauliflower lines

Fot. 2. Penetracja kwiatow meskoptodnych (A) i meskosterylnych (B) linii
kalafiora typu B. nigra przez pszczoty samotnicze (Osmia rufa)

Phot. 2. Penetration of male fertile (A) and male sterile (B) B. nigra cauliflower
lines by red mason bees (Osmia rufa)
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Fot. 3. Fragmenty kwiatow z odstonigtym dnem kwiatowym i zaznaczonymi strzatka
miodnikami m¢skoptodnych (A,C,E,G) i mgskosterylnych (B,D,F,H) linii kalafiora typu
B. nigra. G, H — obraz powierzchni miodnika z mikroskopu skaningowego: rdznice
morfologiczne pod wzgledem ksztattu i wielkos$ci miodnikow

Phot. 3. Fragments of flowers with exposed nectaries of male fertile (A,C,E,G) and male
sterile (B. nigra) (B,D,F,H) cauliflower plants with nectaries marked by arrow. G, H —
morphological differences in size and shape of nectaries skaning microscope
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Fot. 4. Przekroje anatomiczne podtuzne aktywnych miodnikow (A,B) z widocz-
nymi duzymi komoérkami powierzchniowymi i migdzykomoérkowa wydzieling
nektaru zaznaczone strzatka (B)

Phot. 4. Anatomical longitudal sections of the active nectaries (A,B) with visible
large surface cells and intercellular secretion of nectar marked by arrow

Badania mikroskopowe pozwolily stwierdzié, ze wydzielanie nek-
taru przez miodniki w analizowanej populacji kwiatow linii kalafiora od-
bywa si¢ gldwnie przez szparki wydzielnicze. W obrazach epidermy z mi-
kroskopu elektronowego (fot. 3G, H) oraz na przekrojach tkanek miodnika
(fot. 4A, B) obserwowano efekty sekrecyjnego dziatania tkanki wydziel-
niczej miodnikow w postaci ztogéw bezstrukturalnej wydzieliny. Prze-
kroje anatomiczne dna kwiatowego z miodnikami ujawnialy dobrze roz-
winigta sie¢ wiazek przewodzacych, ktore biorg udzial w transporcie ma-
terialdow niezbednych do produkcji nektaru, zarowno dla linii meskoptod-
nych, jak i meskosterylnych. (fot. 4A, B).

Zwarta struktura kwiatow linii meskoptodnych oraz aktywne pylniki
utatwialy kontakt owadow zapylajacych z pytkiem i powierzchnig zna-
mion stupkow.

Linie mg¢skoplodne 1 megskosterylne byty chetnie odwiedzane przez
owady zapylajace, jednak sposob pozyskiwania pozytku byl odmienny.
Murarki ogrodowe w poszukiwaniu dostepu do miodnikéw penetrowaty
kwiaty linii meskoptodnych od strony szczytowej (fot. 2A), natomiast
luzny uktad elementéw kwiatu linii cms B. nigra sprzyjat penetrowaniu
kwiatow cms u nasady kielicha, pomiedzy ptatkami (fot. 2B).
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Tabela 1. Plon nasion linii cms B. nigra oraz ich ptodnych linii dopetniajacych
(Skierniewice 2015)
Table 1. Seed yield of cauliflower cms B. nigra lines and their fertile maintainers
(Skierniewice 2015)

Srednia masa na-

. o1 Zakres
Genotyp sion/rosling (g) smiennodci Voo
Genotype Average mass of Range
seeds/plant (g)
cms B. nigra lines
AP 03 15,47 c-e 8,2-20,0 31,9
AP 14 22,29 d-e 3,3-49,5 80,2
AP 19 28,14 e-f 8,4-46,4 60,5
AP 10 12,35 cd 4,1-18,27 60,3
AP 11 74c 4,4-12,6 42,5
srednia dla linii cms B. nigra
. 4 17,13
average for cms B. nigra lines
fertile maintainer
BP 03 47,5 ab 39,9-53,6 11,0
BP 14 46,5 ab 40,0-52,0 10,3
BP 19 55,6 b 49,0-63,0 9,3
BP 10 50 ab 46,0-55,0 7,1
BP 11 37,8 a-f 32,0-41,0 9,4
srednia dla linii dopetniajacych 47 48

average for fertile maintainers

*V% — Wspolczynnik zmiennosci; Variation coefficient

Wartosci $rednie oznaczone tg samg literg nie r6znig si¢ istotnie przy p = 0,05 (Test Dun-
cana); Means followed by the same letter are not significantly different at p = 0.05 (Dun-
can’s Test)

Zaroéwno linie kalafiora z cytoplazma B. nigra, jak réwniez ich
formy dopehiajace charakteryzowaty si¢ duzym zréznicowaniem pod
wzgledem zdolnos$ci do wytwarzania nasion (tab. 1). Linie meskosterylne
kalafiora wytwarzaly razem trzykrotnie mniej nasion ($rednio 17,1 g/ro-
sling) niz plodne linie dopelniajace (Srednio 47,5 g/rosling). Wérod linii
meskosterylnych linia AP19 odznaczata si¢ najwyzszg zdolnoscig do wy-
twarzania nasion ($rednio 27,1 g/ro$ling), a linia AP11 wytwarzata istotnie
mniej nasion ($rednio 7,4 g/rosling). Wydajnos$¢ tworzenia nasion pomig-
dzy poszczeg6lnymi roslinami dla kazdej z linii meskosterylnych byta
rowniez silnie zroznicowana. Najwieksze réznice w zdolnosci do wytwa-
rzania nasion posiadata linia AP14, dla ktorej zakres zmienno$ci wynosit
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od 3,3 do 49,5 g/rosling, a wspotczynnik zmiennosci (V%) ponad 80%.
Najbardziej wyrownang pod wzgledem zdolno$ci do rozmnazania genera-
tywnego linig cms byta AP03 (V% = 31,9%) (tab. 1). Linie dopelniajace
byly mniej zréznicowane pod wzgledem zdolno$ci do rozmnazania gene-
ratywnego 1 wytwarzaty $rednio od 55,6 g/rosling (BP19) do 37,8 g/rosline
(BP11). Niski wspotczynnik zmiennosci (V%) wynoszacy od 11% (BP03)
do 7,1% (BP10) $wiadczy rowniez o podobnej wydajno$ci tworzenia na-
sion dla wszystkich ro$lin wérod badanych linii megskoptodnych (tab. 1).

DYSKUSIA

Meskosterylne linie kalafiora z cytoplazmg B. nigra charakteryzo-
waly si¢ duzg zmiennoscig pod wzgledem zdolno$ci do rozmnazania ge-
neratywnego, a wickszo$¢ z nich wytworzyta nasiona kolejnego pokolenia
wsobnego w ilo$ciach, ktore umozliwiajg ich zastosowanie dla celéw ho-
dowlanych. Nizsza wydajno$¢ tworzenia nasion linii kalafiora z cecha cy-
toplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci B. nigra w poréwnaniu do
linii meskoptodnych byta wczesniej opisywana (Kaminski i in. 2012; Ka-
minski 2014). Przeprowadzone badania wykazaty, ze ulepszone me¢skoste-
rylne linie kalafiora z cytoplazmg B. nigra badane w roku 2015 miaty
mniejsza tendencj¢ do wytwarzania znieksztalconych kwiatow niz w po-
przednich pokoleniach wsobnych, a obecnos¢ aktywnych miodnikow uta-
twiata zapylenie krzyzowe przez murarke ogrodowa. Otrzymane rezultaty
wskazuja, ze metoda hodowli wsobnej linii meskosterylnych kalafiora
z cytoplazmg B. nigra pozwolita na zwigkszenie zdolnosci do wytwarza-
nia nasion w stosunku do form wyj$ciowych (Kaminski i Dyki 2007; Ka-
minski i in. 2012). Tym niemniej wysoki poziom zmiennosci pod wzgle-
dem zdolnosci do tworzenia nasion linii cms begdzie wymagat dalszej se-
lekcji 1 homozygotyzacji pod wzgledem tej cechy.

Budowa morfologiczna miodnikéw meskoptodnych 1 meskosteryl-
nych linii kalafiora byla charakterystyczna dla roslin kapustowatych
(Davis i in. 1996). Wysoki poziom zréznicowania w budowie morfolo-
gicznej miodnikow linii meskosterylnych kalafiora byl obserwowany row-
niez u innych gatunkéw i miat wplyw na ich funkcjonalno$¢ (Weryszko-
Chmielewska i Sulborska 2011; Yan-bin i Zheng-hai 1995). Rowniez
mniejsza aktywno$¢ miodnikow usytuowanych w wewnetrznej czesci
okoltka kwiatowego i slabiej rozwinigta wigzka przewodzaca w poréwna-
niu do miodnikdéw w zewnetrznej czeSci okotka kwiatowego byta obser-
wowana u pozostatych gatunkoéw rodzaju Brassica (Yan-bin i Zheng-hai
1995).



68 P. Kaminski i in.

Liczba wykorzystanych w doswiadczeniu owadow murarki ogrodo-
wej byta zblizona do optymalnych dla kapusty pekinskiej i kapusty gto-
wiastej (Kaminski 1 Kozik 2014) i zapewniata dobre zapylenie krzyzowe
dla linii kalafiora. Przyczynami stabszego wigzania nasion linii meskoste-
rylnych kalafiora, w poréwnaniu do linii meskoptodnych, mogty by¢ roz-
nice w ich budowie anatomiczno-morfologicznej, odmienne utozenie ele-
mentéw kwiatu oraz inny sposob penetracji kwiatow przez owady zapyla-
jace. Warunkiem uzyskania nasion dla linii m¢skosterylnych kalafiora
byto przeprowadzenie zapylenia krzyzowego z zastosowaniem owadow
zapylajacych do przeniesienia pytku kwiatowego z form meskoptodnych,
podczas gdy linie megskoplodne mogly wytwarza¢ nasiona rowniez w wy-
niku samozapylenia (Nedi¢ i in. 2013). Penetracja kwiatow u nasady kie-
licha wérdd linii meskosterylnych kalafiora mogla ogranicza¢ kontakt mu-
rarki ogrodowej ze znamionami stupkow, co mogto by¢ jedng z przyczyn
ich slabszego zapylenia 1 skutkowaé¢ mniejszg niz u roslin meskoptodnych
liczba zawigzanych nasion. Luzna budowa kwiatu oraz dostgpnos¢ najle-
piej wyksztatconych miodnikow zewngtrznego okotka u podstawy kwiatu
linii cms kalafiora byta typowa cechg tych linii i mogta powodowa¢ omi-
janie wngtrza kwiatu przez cze$¢ pszczol, ktore nie dokonywaty zapylenia
krzyzowego. Przeprowadzone badania sugeruja, ze w kolejnych etapach
hodowli linii z cechg cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylno$ci na-
lezy prowadzi¢ selekcje pod wzgledem zwartosci kwiatu. Cecha ta
wplywa na sposob penetrowania kwiatu przez owady zapylajace. Wniosek
taki jest zgodny z zaobserwowang wyzszg wydajno$cig tworzenia nasion
przez linie meskosterylne kalafiora typu Ogu-INRA o zwartej budowie
kwiatu w porownaniu do linii kalafiora z cytoplazma B. nigra (Kaminski
i in. 2012). Segregacja pod wzgledem wydajnosci tworzenia nasion wsrod
ro$lin lini1 meskosterylnych moze swiadczy¢ o braku catkowitej homozy-
gotycznosci oraz wcigz istniejacym wysokim potencjale hodowlanym
I wickszych mozliwosciach reprodukcyjnych po przeprowadzeniu dal-
szego wyréwnania i selekcji. Zastosowanie komercyjne linii cms kalafiora
moze zaleze¢ od mozliwosci dalszego ulepszenia cech morfologicznych
kwiatéw, zwigkszajacych ich zdolno$¢ do rozmnazania generatywnego.

WNIOSKI
1. Wigkszos$¢ ulepszonych linii meskosterylnych kalafiora z cytoplazma
B. nigra odznaczata si¢ dobrg lub $rednig zdolnoscig do wytwarzania
nasion oraz wysokim poziomem zmienno$ci tej cechy wewnatrz linii.
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2. Nizsza wydajno$¢ tworzenia nasion linii cms B. nigra w poroéwnaniu do
linii m¢skoptodnych byta zwigzana z budowa anatomiczno-morfolo-
giczng kwiatow, w tym ich luZniejszg strukturg i odmiennym sposobem
penetracji przez owady zapylajace.

3. Wyniki badan sugeruja, ze w kolejnych etapach hodowli linii cms B. ni-
gra nalezy prowadzi¢ selekcje pod wzgledem cechy zwartosci kwiatu,
wptywajacej na sposob penetracji przez owady zapylajace.
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