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Wstep

Cebula, roslina warzywna o duzym znaczeniu gospodarczym, jest gatunkiem
obligatoryjnie dwuletnim. Z tego wzgledu otrzymanie nowej odmiany jest dhugo-
trwale. Czas ten mozna skréci¢ przez wykorzystanie linii podwojonych haploidéw
(DH), ktére moga zastapi¢ pokolenia wsobne.

Badania prowadzone w Katedrze Genetyki, Hodowli 1 Nasicnnictwa w la-
tach 1995-2000 byly giéwnie skupione wokét czynnikéw stymulujacych proces
gynogenezy u cebuli. Dotyczyly one wplywu genotypu, stadium rozwojowego wo-
reczka zalagzkowego, sktadu pozywek, warunkéw wzrostu roslin donorowych, tem-
peratury prowadzenia kultur in vitro [ADAMUS, MICHALIK 1998; MICHALIK i in. 2000].
Poza indukcjg roSlin haploidalnych bardzo wazny jest proces podwojenia geno-
mu, gdyz spontaniczna diploidyzacja u cebuli zachodzi z niskg czgstotliwoscig.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie dziatania zwigzkéw antymitotycznych
na etapie regeneracji roé§lin w kulturze in vitro lub w trakcie indukcji rozwoju ha-
ploidalnych zarodkéw.

Materiat i metody

Proces podwajania genomu u haploidalnych roslin cebuli (Allium cepa 1..)
otrzymanych w wyniku indukcji gynogenezy u réznych linii hodowlanych prowa-
dzono dwoma metodami. W pierwszej (lata 1998-1999) dodawano 10 lub 50 mg
kolchicyny na 1 dm? pozywki namnazajgcej (M,). Z gynogenicznych, dobrze roz-
winigtych rolin, podczas pasazu usuwano liScie i korzenie, a pozostale czgscl
roéliny dzielono pionowo na dwie czesSci. Eksplantanty umieszczano na odpo-
wiedniej pozywce na okres 72 godz. w ciemnosci w temperaturze 14°C lub 23°C,
nastepnie dokladnie ptukano w sterylnej wodzie 1 przenoszono na §wiezg pozyw-
ke M, dla stymulacji rozwoju lifci i systemu korzeniowego.

W drugiej metodzie, kultury pakéw kwiatowych cebuli prowadzono na po-
zywcee indukeyjnej A, i regeneracyjnej R, do ktorych dodawano zwigzki antymito-
tyczne. Stosowano kolchicyne w ilosci 50 i 250 mg lub amiprofos metylu (APM)
w ilosci 1,5 mg 1 7,5 mg-dm? odpowiedniej pozywki. Otrzymane zarodki pasa-
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zowano na poZywke M,, a ploidalnoé¢ zregenerowanych roslin okre§lano cytome-
trem przeptywowym. Skiady pozywek A,, R i M, przedstawiono w pracach Mi-
CHALIK i in. [2000] oraz NOWAK [2001].

WryniKi i dyskusja

Dodanie kolchicyny do pozywki namnazajacej wplywato na obnizenie zdol-
nosci regeneracyjnej tkanki merystematycznej pigtki cebuli (tab. 1). W ciggu
dwoch lat badan sposréd 389 roslin poddanych procesowi diploidyzacji in vitro
$rednio tylko 33% podjglo dalszy rozwdj. Nieco wyzszy stopiefi regeneracji
stwierdzono przy wyzszym stezeniu kolchicyny, stosowanym w temperaturze 23°C.
Tak wigc obnizenie temperatury nie zmniejszato toksycznego wplywu kolchicyny
na roéliny cebuli. Dodatek kolchicyny do pozywki powodowal zamieranic eks-
plantantéw lub szklisto$¢ badanych fragmentéw. Bardzo rzadko z tak zmienionej
tkanki udawato si¢ zregenerowaé prawidlowo wyksztalcong rosline.

Tabela 1; Table 1

Wplyw dodatku kolchicyny do pozywki na regeneracjg i podwajanie genomu
haploidalnych rogln cebuli (wartosci Srednie z lat 1998-1999)

Effect of colchicine suﬁnplemented media on regeneration and genome
duplication in onion haploid plants (mean values for 1998 and 1999)

Jawartosé Liczba ro?’lllr;i::okullurach Liczba roslin zaaklimatyzowanych do podtoza
kolchicyny | Tempe- | Number of in vitro plants Number of acclimatized plants
Colchicine | ratura - - —
concentra- | Tempe- badanych | zregenerowanych ogdtem haploidy diploidy
tion rature | cxamined regenerated total haploids diploids
dm-3
(mg-dm) szt.; no. | szt.; no. % szt; no.! % |szt;no.| % |szt;no.| %
14°C 91 19 21 10 11 7 70 3 30
10
23°C 165 59 37 37 22 22 59 15 41
14°C 61 23 38 18 30 12 67 6 33
50
23°C 72 28 39 24 33 6 25 18 75
Suma; Summ
(Srednia); (Mean) 389 129 33) 89 (33) 47 (53) 42 “7n

Wsérdéd 89 roslin zaaklimatyzowanych do uprawy w glebie 47% miato pod-
wojong liczbe chromosoméw, podczas gdy pozostate 53% bylo nadal haploidami.
Efcktywnosé diploidyzacjii byta rézna w badanych kombinacjach i wahata si¢ od
30% do 75% podwojonych haploidéw. Najwigcej ich otrzymano przy dodatku
50 mg kolchicyny na cm?® pozywki i prowadzeniu kultury w temperaturze 23°C.

W stosunku do wynikéw uprzednich prac nad indukcjg gynogenezy w latach
1997-1998 stwierdzono obnizenie o potowe zdolnoSci zarodkéw do rozwoju w
roéliny [Nowak 2000]. Natomiast wyZsza z zastosowanych dawek kolchicyny zwigk-
szata udziat roslin diploidalnych nawet o 50%. Wsréd gynogenicznej populacji
liczacej 754 roslin w ubieglych latach odsetek spontanicznych diploidéw wynosit
do 25% [NowaK i in. 1999].



Tabela 2; Table 2

Wplyw substancji antymitotycznych na efektywnos$¢ gynogenezy i ploidalno$¢ otrzymanych roélin
Effect of media with antimitotic agents on gynogenesis efliciency and ploidy of regenerated plants

Regenerujace Liczba roslin i klonéw
Badan covmnik Liczba pakéw Plon zaroqkéw zarodki. Number of plants and clones Udziat diplo-
e oyBI | wkulturach | Embryoyield | Regenerating | otrzymanych haploidéw diploidow miksoploidow | id6w (%)
men No. of flower embryos total haploids diploids mixoploids Percentage
buds . . klony | rosliny | klony | roSliny | klony | rosliny | klony | rosliny of diploids
szt.; no.| % |szt;no.{ %
clones | plants | ciones | plants { clones | plants } clones | plants
Kontrola; Control
(A1/R) 525 20 38 9 45,0 9 16 8 14 1 2 0 0 12,5
Al + S0 K/R 525 13 2,5 5 38,5 5 6 5 6 0 0 0 0 0
Al/R + 50 K 475 20 42 9 45,0 9 23 6 10 1 1 2 12 43
Al + 250 K/R 475 2 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Al/R + 250 K 600 20 33 1 5,0 1 0 0 0 1 2 50,0
Al + 1,5 APM/R 569 41 72 18 43,9 18 25 8 25 0 0 0 0 0
Al/R + 1,5 APM 550 35 6,4 11 314 11 19 10 11 1 8 Q 0 42,1
Al + 7,5 APM/R 342 4 1,2 2 50,0 2 4 1 2 1 2 0 0 50,0
Al/R + 7,5 APM 425 22 5.2 36,4 8 9 8 9 0 0 0 0 0
Ogdtem; Total 4486 177 3,9 62 35,6 63 104 56 77 4 13 3 14 12,5
Al - pozywka indukcyjna; induction medium
R - pozywka regeneracyjna; regeneration medium
50 K, 250 K - stezenie kolchicyny (mg-dm-3); concentration of colchicine (mg-dm-)

1,5 APM, 7.5 APM

- stgZenie amiprofosu metylu (mg-dm-*); concentration of amiprophos methyl (mg-dm-)
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Druga badana metoda diploidyzacji, przez stosowanie $rodkéw antymito-
tycznych w trakcie catego procesu gynogenezy, okazata sig malo przydatna. Efek-
tywnos$¢ tego procesu w kombinacji kontrolnej wynosita 3,8 zarodka na 100
pakéw cebuli w kulturze (tab. 2). Wigcej rozwijajacych sig zarodkéw stwierdzono
w obecnodal 1,5 g APM-dm= pozywki zaréwno przy jego dodatku do pozywki
indukeyjuej A, jak tez regeneracyjnej R.

Przecigtnic co trzeci otrzymany zarodek rozwijal si¢ dajac jedna lub kilka
roslin w klonic. Sredni procent regeneracji wynosit 35% i byt obnizony o okoto
20% w stosunku do wartosci z poprzednich lat [Nowak 2000].

Wicgkszos¢ klonéw (56 z 63 otrzymanych) skladata si¢ z roslin haploidal-
nych, 4 klony byly diploidalne, a trzy klony byly zlozone z roslin haploidalnych i
diploidalnych. Nie uzyskano wigc zwigkszenia udziatu roslin o podwojonym geno-
mic w otrzymancj populacji, az 86% roélin pozostato haploidami.

W dotychczasowych badaniach nad gynogeneza u cebuli podwajanie geno-
mu w kulturach in vitro uzyskiwano przez dodawanie §rodkdéw antymitotycznych
do pozywck, na ktére wykladano zarodki [JAKSE, BOHANEC 2000] lub do pozywek
nanmnazajacych, na ktére wykladano fragmenty mtodych, ukorzenionych cebulek
[CAMPION i in. 1995; ADAMUS i in. 2001]. Natomiast indukcja gynogenezy w obec-
nosci §rodkdw antymitotycznych w przypadku cebuli, nie byta do tej pory opisana
w literaturze. Pozytywne rezultaty tego typu postgpowania zaobserwowano w kul-
turach mikrospor u Brassica oleracea var. capitata, kiedy po traktowaniu zwigzka-
mi antymitotyczuymi $wiezo wyizolowanych mikrospor obserwowano zwigkszenie
cfektywnodel androgenezy 1 ploidalnosci otrzymanych roslin [RUDOLF i in. 1999).
Niestety w przypadku cebuli metoda ta okazata sig nieskuteczna.
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Streszczenie

Otrzymanie w procesie gynogenezy regeneranty cebuli sa w wigkszosci ha-
ploidami, gdyz spontaniczna diploidyzacja zachodzi z niska czestotliwoscia. 7,
tego wzgledu opracowanie skutecznej metody diploidyzacji jest waznym zagadnie-
niem, do tej pory jeszcze nierozwigzanym.

Z. dwéch zastosowanych w kulturach in vitro metod diploidyzacji lepszg
okazalo si¢ umieszczanie fragmentédw mtodych roélin ccbuli zawicrajacych pqukg
na 72 godz. w pozywce z kolchicyna (50 mg-dm-), a nastgpnic ich przenoszenie
na pozywke stymulujacy dalszy rozwdj roélin. Taki sposdb traktowania zwigkszat
odsetek roélin o podwojonym genomie, ale réwnoczes$nie obnizal zdolnos¢ rege-
neracji eksplantatéw.

Dodatek $rodkéw antymitotycznych do pozywek inicjujacej A, i regencra-
cyjnej R, stosowanych w procesie gynogenezy, nie zwickszat odsetka diploidal-
nych roélin, natomiast obnizat regeneracj¢ zarodkéw. Stwierdzono natomiast, Ze
wyzsze stezenie amiprofosu metylu w pozywce zwigkszato efektywnos$¢ gynogene-
zy.
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Summary

Plants obtained by means of gynogenesis in onion are predominantly ha-
ploids, owing to a low frequency of spontaneous chromosome doubling. There-
fore the development of an efficient genome duplication method is crucial for
using gynogenic onion plants in breeding practice.

Two in vitro diploidization methods were applied and better results were
observed in explants with the basal part of stem placed for 72 hours in the me-



314 A. Adamus, E. Grzebelus, B. Michalik

dium supplemented with colchicine (50 mg:dm-) and then transferred in the col-
chicine-free medium to induce the plants regeneration. Such a treatment resulted
in higher {requency of doubled plants but simultancously decrcased regeneration
ability of the explants.

Addition of antimitotic agents to the gynogenesis induction (Al) and re-
generation (R) media did not increase the percentage of diploid plants and redu-
ced the yield of regenerating embryos. However, higher concentration of amipro-
phosmethyl in the medium enhanced the efficiency of gynogenesis.
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