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Zlahtnjenje hibridnih sort zelja ( Brassica
oleracea var. capitata L.)

Izvle€ek

Zelje je ena izmed najpomembnejSih vrtnin tako v svetu kot pri nas. Je dvoletnica in
tujeprasnica, kar moéno vpliva na Zlahtniteljski postopek. Zlahtnjenje lahko poteka na
klasi€éen nacin, ki je dolgotrajen in delovno zahteven, ali pa z uporabo novejSih
biotehnolo3kih pristopov, ki skrajSajo Stevilo let, potrebnih za nastanek novih sort. V
prispevku so podani problemi, ki se pojavljajo v postopkih Zlahtnjenja, ter to, kako jih je z
biotehnoloSkimi metodami mozno premostiti, in trenutno stanje na podrocju Zlahtnjenja zelja
v Sloveniji. V biotehnoloSkih postopkih Zlahtnjenja zelja smo preucevali metode pridobivanja
dihaploidnih linij s kulturo mikrospor. V poskus odzivnosti smo vkljugili 27 rastlin 8 razli¢nih
genotipov, ki vkljuéujejo dednino udomacenega kultivarja »Varazdinsko«. Na indukcijo
haploidov s pomocjo kulture mikrospor (Lichter, 1982) je bilo odzivnih 20 rastlin. Skupno se
je v razliénih poskusih razvilo 4.554 embrijev. Regeneracija embrijev v rastline je bila 7,7 %.
Iz embrijev se je razvilo 350 rastlin, od teh se jih je 130 (37 %) spontano podvojilo. Na ta
na&in smo dobili 62 dihaploidnih linij, ki smo jih samooprasili. Ciste linije smo v letu 2011
ocenili v poljskem poskusu. Najbolje ocenjene linije bomo v rastni sezoni 2012 krizali in v
letu 2013 krizance testirali ter se tako priblizali poZlahtnitvi prvega slovenskega hibrida zelja.

Kljuéne besede: zelje, Zlahtnjenje, kultura mikrospor, dihaploidi

Breeding of cabbage hybrids (Brassica oleracea
var. capitata)

Summary

Cabbage is one the most important vegetables in the world and also in Slovenia. It is a
biannual and open-pollinated crop; therefore the classical breeding procedure is time
consuming and labour intensive. On the other hand, biotechnological methods speed up the
development of new varieties. The aim of the present paper is to present the problems
arising during breeding procedure and possible solutions to overcome these difficulties. The
present situation of cabbage breeding in Slovenia is also discussed. The biotechnological
procedures of breeding cabbage via microspore culture were investigated. Twenty plants
were responsive to haploid induction by microspore culture (Lichter, 1982). In different
experiments 4554 embryos were developed. Regeneration of embryos into plants was 7.7
%. From total of 350 regenerants 130 (37%) were doubled spontaneously and 62 lines were
acclimatized and then self-pollinated. Inbred lines were evaluated in the field trial in 2011.
The most promising lines will be crossed in the year 2012 and in 2013 the evaluation of
hybrids will be done. So, we will come near to the production of the first Slovene cabbage
hybrid.
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1 Uvod

Pridelovanje zelja ima v Sloveniji stoletetno tradicijo. Gojimo domace sorte poZlahtnjene
iz avtohtonih populacij, ki izvirajo iz okolice Ljubljane, to so KaSeljsko in Ljubljansko
zelje. Z Blo3ke planote izhaja Blo3ko zelje, iz Skofjeloskega pogorja Zalosko zelje ter iz
juznega predela Slovenije razni tipi Varazdinskega zelja. Vse vecji pomen v pridelavi pa
imajo tuji hibridni kultivarji. S staliS8¢a slovenskega zelenjadarstva je zato pomembno
Zlahtnjenje novih sort in hibridnih kultivarjev zelja, ki bodo vkljuevali lastnosti domacih
sort. Zlahtnjenje lahko poteka na klasiéen nagin, ki je dolgotrajen in delovno zahteven ali
pa z uporabo biotehnoloskih postopkov, s pomogjo katerih se je Stevilo let potrebnih za
nastanek novih sort ob&utno skraj$alo. Zlahtnjenje hibridov vkljuuje pridobivanje &istih
linij, selekcijo linij, dolo€¢anje kombinacijskih sposobnosti izbranih linij in krizanje. Zelje je
dvoletna tujeprasna rastlina. Postopek pridobivanja linij na klasi¢en nacin traja 10 let, saj
potrebujemo najmanj pet generacij samoopraSevanja. Precej hitreje lahko Ciste linije
pridobimo s postopkom indukcije haploidov oziroma dihaploidov. Dihaploidne rastline
nastanejo s spontanim ali induciranim podvojevanjem kromosomov v haploidnih celicah
in so teoreti¢éno popolnoma homozigotne. S samooprasitvijo dihaploidnih rastlin dobimo
potomstvo, ki ga imenujemo dista linija. V preteklih letih smo v nas laboratorij uspedno
vpeljali tehniko pridobivanja ¢istih linij s pomoc&jo kulture mikrospor. Cilj, ki smo si ga
zastavili je vzgoja visoko produktivnega in na €rno Zilavko odpornega hibrida zelja s
kvalitativnimi lastnostmi v slovenskem prostoru uveljavljenega kultivarja Varazdinsko.

2 Material in metode dela

2.1 Rastlinski material uporabljen pri biotehnoloskih postopkih Zlahtnjenja zelja
(Brassica oleracea var. capitata L.)

Zlahtnjenje hibridne sorte zelja z vklju¢evanjem novih izhodidénih krizancev za
pridobivanje dihaploidnih rastlin, se je pri€elo jeseni 2008. Od oktobra 2008 do februarja
2009 smo pri 5°C vernalizirali 27 rastlin naslednj ih krizancev: 667 x Matsumo F1, 712 x
Varazdinsko, 712 x Atria F1, Matsumo F1xVarazdinsko, Atria FlxVarazdinsko, Atria
F1xMatsumo, 667x885, 712x885. Ciste linije (667, 712, 885) izhajajo iz krizancev med
kultivarjem Varazdinsko in Hawke F1 iz predhodnega cikla Zlahtnjenja. Liniji 667 in 712
sta tolerantni na €rno Zilavko kapusnic (Xanthomonas campestris pv. campestris), na
rasi 1 in 4, prav tako tudi hibrid Matsumo F1. V nadaljevanju poskusa smo proucevali
Ciste linije zgoraj navedenih genotipov, ki smo jih pridobili s postopkom indukcije
haploidov. V poljski poskus smo vkljucili 62 Cistih linij in krizancev. Kot kontrolo smo
uporabili kultivar Varazdinsko ter Stiri komercialne, V Sloveniji uveljavljene hibride:
Krautami F1, Atria F1, Bravo F1 in Rinda F1.

2.2 Kultura mikrospor

Izolirane mikrospore smo kultivirali na saharozno (NLN) gojiS¢e brez rastnih regulatorjev
ter z dodatkom oglja. Za induciranje sporofithega razvoja mikrospor smo uporabili 48
urno tretiranje pri temperature 30° C (Duijs,1992; Hansen, 1994). Po preteku 21 do 30
dni od kultiviranja mikrospor v gojis€e, smo presteli inducirane embrije.

2.3 lzsuSevanje embrijev in dodajanje abscizinske kisline



V petrijevke smo dodali abscizinsko kislino, tako da je bila koncentracija v gojiSéu 5
mg/l. Po enodnevnem tretiranju z abscizinsko kislino smo embrije prestavili na sterini
filter papir. 1zsuSevanie je trajalo 30 dni pri temperature 20°C.

2.4 Regeneracija rastlin iz embrijev in aklimatizacija

Po 30 dneh izsuSevanja smo embrije prestavili na trdno B5 gojiS¢e (Gamborg in sod.,
1968) z 2% saharozo in 0,7% agarja. Po 40-50 dneh od prvega kultiviranja embrijev na
gojis¢e za regeneracijo, smo dihaploidne regenerante presadili v zemljo v mini rastlinjak,
od tam pa v lon¢ke premera 10 cm.

2.5 Merjenje ploidnosti

Ploidnost smo izmerili pred prenosom regenerantov iz in vitro v in vivo pogoje. V
rastlinjak smo posadili le dihaploidne rastline. Stopnjo ploidnosti regenerantov smo
dologili s tehniko preto€ne citometrije. Uporabili smo modificirano metodo Otta in sod.
(1981), ki temelji na izolaciji jeder s citronsko kislino in barvanju jeder s fluorokromom
DAPI v fosfatnem pufru. Ploidnost smo dolo€ili na osnovi C1 pikov, pri éemer smo imeli
za kontrolo diploidno zelje.

2.6  Vernalizacija dihaploidov

Da bi pridobljeni dihaploidi ¢imprej in v ¢im vecjem Stevilu zacveteli, smo po obdobju
aklimatizacije rastline 12 tednov vernalizirali pri 5°C in 16 urni fotoperiodi. Rastline smo
vernalizirai 12 tednov.

2.7  Samooprasevanje in krizanje dihaploidov

Pri.  samoopraSevanju dihaploidov  zelja prihaja velikokrat do izrazanja
samoinkompatibilnosti. Z namenom, da bi efekt samoinkompatibilnostnih mehanizmov
zmanijSali, smo pri samoopraSevanju in krizanju uporabili uporabili naslednje raztopine:

- 3% raztopina NacCl,

- 100 mg/l giberelinska kislina,

- 20 % raztopina amonijevega sulfata

- 15% raztopina uree.
Rastlinam, ki so imele 5-10 odprtih cvetov, smo le-te porezali. Zaprte cvetove primerne
dolzine smo s pinceto odprli. Tako pripravljene cvetove smo oprasili s cvetnim prahom
predhodno porezanih cvetov. OpraSene cvetove smo nato tretirali z razli€nimi sredstvi.
OpraSene cvetove smo pokrili s papirnatimi vreckami in tako onemogo€ili neZeljena
krizanja. Po opraSitvi so se formirali stroki. Ko so se le-ti posusili, smo jih pobrali in
pridobili seme Cistih linij in krizancev.

2.8  PreizkuSanje Cistih linij in krizancev

V poljskem poskusu smo proucevali dihaploidne linije in krizance. Kot kontrolne rastline
smo uporabili kultivar Varazdinsko in Stiri v Sloveniji uveljavljene hibride. Vse rastline
vklju€ene v poskus smo na koncu rastne dobe ocenili in jim dologili izbrane parameter.
Ohranili smo tiste Ciste linije, ki so imele po statisti€nem izvrednotenju najboljSe lastnosti.
Ponovno smo jih vernalizirali, v letoSnjem letu pa bomo izvedli nova krizanja in se tako
priblizali pozlahnitvi hibridne sorte.



2.9 Dolo€anje distih linij odpornih na &rno zilavko kapusnic (Xanthomonas
campestris pv.campestris)

V raziskave odpornosti zelja proti &érni Zilavki smo vkljuéili 6 &istih linij, 3 genotipe F1
generacije, ki izhajajo iz krizanj med obgcutljivimi in tolerantnimi linijami ter za kontrolo
tolerantni hibrid Matsumo F1 in ob&utljiv hibrid Krautman F1. Stiri tedenske sadike smo
okuzili s suspenzijo bakterij rase 1, 3 in 4 koncentracije 10%-10° cfu (Vicente in sod.,
2000; Jensen in sod., 2005). Lo¢eno smo gaijili rastline, ki jih nismo okuZili in smo jih
uporabili kot kontrolo. Rastline smo gojili Se tri tedne v lonénih platojih in jih nato
presadili na polje. Okuzenost smo ocenili ob presajanju rastlin na prosto, drugi¢ v polni
rasti in tretji¢ ob spravilu pridelka.

3 Rezultati

Od skupno 27 rastlin 8 razliénih genotipov je bilo na indukcijo haploidov s pomocjo
kulture mikrospor odzivno 20 rastlin sledeéih genotipov: 667xMatsumo F1 (2 rastlini),
712xVarazdinsko (6 rastlin), 712xMatsumo F1 (2 rastlini), Matsumo F1xVaraZdinsko (3
rastline), 667x885 (1 rastlina), 712x885 (1 rastlina), Atria F1xVarazdinsko (1 rastlina),
712xAtria F1 (4 rastline). Skupno se je v razli¢nih poskusih z ali brez uporabe oglja
oziroma z ali brez menjave NLN gojis¢€a (Lichter,1982) po dveh dneh kultiviranja razvilo
4554 embrijev. Regeneracija embrijev v rastline je bila 7,7%. Skupno se je iz embrijev
razvilo 350 rastlin, od teh se jih je 130 (37%) spontano podvojilo. Na ta nadin smo
pridobili dihaploidne linije, ki smo jih aklimatizirali v rastlinjaku, kjer so tudi tudi prezimile.
V zaletku leta 2010 smo tako v predhodni rastni sezoni pridobljene in vernalizirane Ciste
linije zelja goijili v loncih v rastlinjaku na Biotehniski fakulteti, Oddelka za agronomijo.
Konec meseca aprila so rastline pri€ele cveteti. Sledilo je samopraSevanje z uporabo
Stirih razliénih sredstev za premagovanje inkompatibilnostnin mehanizmov.V mesecu
septembru smo pobrali stroke, ki so nastali na samoopraSenih rastlinah. V povpredju se
je razvilo od 2,3 semena/strok pri tretiranju z ureo do 2,8 semena/ strok pri tretiranju z
giberelinski kislino. Pri tretiranju z amonijevim sulfatom, se je v povprecju razvilo vec
semen na strok (3,09) kot pri tretiranju z giberelinsko kislino, vendar je bilo Stevilo
strokov manjSe. Za premagovanje inkompatibilnostnin mehanizmov so na podlagi
poskusa primerna vsa §tiri sredstva (NacCl, giberelinska kislina, amonijev sulfat in urea),
saj med njimi ni bilo statistiéno znadilnih razlik. Seme, ki smo ga pridobili, smo v
nasledn;ji rastni sezoni posejali (2011) in sadike vklju€ili v poljski poskus. V blo&ni poljski
poskus smo vkljuéili 62 linij (4 bloki z 62 obravnavaniji, s Stirimi rastlinami/obravnavanje),
skupno 992 rastlin, ki izhajajo iz naslednjih genotipov:

- 20 linij izhaja iz krizanca:712xVarazdinsko
- 16 linij izhaja iz krizanca:667xMatsumo

- 23 linij izhaja iz krizanca 667x885

- 3 linije izhajajo iz krizanca 712xMatsumo

Med rastno dobo smo ocenili rastni potecial linij (velikost veh, viSino in Sirino rastlin in
odpornost rastlin). Linije smo pobrali in ocenili morfoloSke znake (viSina, Sirina glav,
zbitost,...). Najbolje ocenjene linije smo shranili, jih vernalizirali in so trenutno posajene
v loncih v rastlinjaku. V letoSnjem letu jih bomo v ¢im veéjem Stevilu medsebojno krizali.
V letu 2012 bomo torej izvajali krizanja, v letu 2013 pa bomo krizance ovrednotili v
poljskem poskusu. Hibride, ki bodo ustrezali zahtevam trga, bomo dali v testiranje.



4  Sklepi

Skladno z vsem navedenim lahko ugotovimo, da nam je s postopkom indukcije
haploidov rastlin uspelo inducirati veliko Stevilo dihaploidnih rastlin, ki smo jih lahko
uporabili v postopkih samoopraSevanja. Na ta nacéin pridobimo Cdiste liinije, ki jih
medsebojno krizamo. Postopek Zlahtnjenja se tako nadaljuje in priblizujemo se
poZlahnitvi prvega slovenskega hibrida zelja, ki bo imel lastnosti domacih sort, ki so
zanimive tako za slovenskega potroSnika, kot tudi SirSe.
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