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Wstep

Cebula nalezy w naszym kraju do szesciu gatunkéw warzyw o najwigkszym
znaczeniu gospodarczym. Jest ceniona nie tylko w przemysle spozywczym, np.
jako przyprawa kuchenna, ale coraz szersze zastosowanie znajduje w przemysle
farmaceutycznym.

Cebula w naszych warunkach klimatycznych jest gatunkiem dwuletnim. Wy-
hodowanie nowej odmiany trwa minimum 16 lat. Homozygotyczne linie podwojo-
nych haploidéw stanowia interesujaca alternatywe dla hodowli konwencjonalnej i
heterozyjnej ze wzgledu na mozliwosé¢ znacznego skrécenia poszczegdlnych cta-
péw hodowli.

Drogg indukcji gynogenezy w kulturach pakéw kwiatowych cebuli mozna
uzyskac¢ rosliny haploidalne, ktére po podwojeniu liczby chromosoméw stanowié
mogg Zrédlo linii homozygotycznych

Materiatl i metody

Do badan nad indukcjg gynogenezy rozpoczetych w ,SPOINI” w Nochowie
w 2001 roku uzyto 16 linii hodowlanych. Roéliny donorowe prowadzone byly za-
réwno w warunkach polowych, jak i szklarniowych. W pierwszej dekadzie kwiet-
nia wysadzono w polu § genotypéw roflin donorowych, gdzie rosty do 6 lipca,
natomiast na poczatku marca wysadzono 8 zupelnie innych genotypéw w warun-
kach szklarniowych.

Dwa tygodnie przed pekaniem ostonek kwiatostanowych, rodliny ze szklarni
przenoszono do komory chlodniczej, zapewniajgc szesnastogodzinny fotoperiod i
temp. 14°C. Natomiast z ro$lin rosnacych w polu paki pobierano bezposrednio z
tych warunkéw uprawy. Do badan pobierano pgki wielkosci ok. 3,5-4,5 mm na
jeden lub na dwa dni przed otwarciem kwiatéw. Pgki pobierano w 18 terminach:
od 22 maja do 9 lipca 2001 roku.

Zebrane paki kwiatowe wysterylizowano poprzez potraktowanie ich 70%
etanolem przez 30 sekund, nastgpnie 5% chloraming T przez 20 min i po trzy-
krotnym wyptukaniu w sterylnej wodzie umieszczano je na pozywce indukcyjnej
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A, [MUREN 1989] w plytkach Petriego o $r. 10 cm. Na jednej plytce umieszczano
20 pakéw kwiatowych. Plytki zaklejano parafilmem i umieszczano w fitotronie w
warunkach fotoperiodu: 16 godz. $wiatlo i 8 godz. ciemno$é, przy natezeniu
swiatta 4000-6000 lux i temp. 25°C +2°C. Po ok. 30 dniach paki przenoszono na
pozywke regeneracyjng R [BOHANEC in. 1995]. Kolejnych pasazy na $wieza pozyw-
k¢ regencracyjng R dokonywano systematycznie co 30 dni.

Pierwsze zarodki pojawily si¢ 19 lipca, czyli po uplywie ok. 60 dni od mo-
mentu rozpoczgeia hodowli w warunkach kontrolowanych.

Wydajnos¢ gynogenezy wyrazano poprzez liczbe rozwijajacych sie nieza-
plodnionych zalazkéw w stosunku do stu pgkéw wyloZzonych na pozywke.

Gynogeniczne zarodki natychmiast przenoszono na pozywke namnazajaca
MC 2 [Nowak 2001] do probéwek lub kolb i uirzymywano w tych samych warun-
kach $wictlnych i temperaturowych jak w przypadku pakéw kwiatowych.

W przypadku stabej regeneracji systemu korzeniowego roéliny bgdace po-
dwojonymi haploidami pasazowano na pozywke ukorzeniajacg — U [Nowak 2001]
lub na pozywke¢ clongacyjng — L [Nowak 2001] dla regeneracji liSci. Na kazdej z
tych pozywck kultury cebul prowadzono nie dluzej niz 30 dni. Po wytworzeniu
lisci 1 systemu korzeniowego roéliny przenoszono do doniczek z odpowiednio
przygotowanym substratem (wysterylizowany substrat torfowy zmieszany z pias-
kiem lub perlitem, w stosunku 2 : 1) i poddawano aklimatyzacji.

Ploidalno$¢ zregenerowanych roélin oceniano za pomoca cytometru prze-
plywowego (FCM).

Rodliny haploidalne, u ktérych genomy nie ulegly spontanicznemu podwo-
jeniu, poddawano procesowi kolchicynowania in vitro. W tym celu przygotowywa-
no pozywke MC 2 z dodatkiem kolchicyny (50 mg-dm-?). Usuwano liScie i system
korzeniowy. Pozostate zgrubienie cebuli dzielono wzdiuz na dwie czgsci, a otrzy-
manc poldwki wykladano na pozywke z kolchicyna i pozostawiano w ciemnosci
przez 72 godz. w temp. 23°-25°C. Nastepnie dokladnie ptukano trzy razy w desty-
lowanej, sterylnej wodzie, osuszano na sterylnej bibule filtracyjnej i wyktadano na
pozywk¢ MC 2 bez kolchicyny dla regeneracji. Nastepnie, w celu lepszego rozwo-
ju systemu korzeniowego lub lidci, stosowano odpowiednio pozywke U lub L.

Po ponownym badaniu cytologicznym diploidalne roéliny poddawano akli-
matyzacjl, natomiast roéliny hapliodalne przygotowywano do diploidyzacji in vivo.
Prace sa kontynuowane.

Whyniki i dyskusja

Ogdélem na pozywke indukcyjna A, wylozono 12385 pakéw kwiatowych, z
tego 10953 paki pochodzily od genotypéw utrzymywanych w warunkach szklar-
niowych, natomiast 1432 paki pochodzily od roslin prowadzonych w warunkach
polowych. W wyniku tworzenia si¢ kalusa i licznych zakazen na pozywke regene-
racyjug pasazowano 10222 paki, z tego 9561 pochodzito z materialu szklarniowe-
go, natomiast 661 z materialu uprawianego w polu. W wyniku infekcji, gtéwnie
grzybowych i endogennych bakteryjnych, utracono na tym etapie az 46,2% mate-
rialu pochodzacego z warunkéw polowych. Z 16 badanych genotypéw, gynogene-
7¢ udato si¢ zaindukowaé u 11 z nich, w tym u 7 genotypéw pochodzacych ze
szklarni 1 tylko u 4 pochodzacych z pola.
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Wydajnosé gynogenezy dla poszczegélnych genotypdéw prowadzonych w wa-
runkach szklarniowych wahata sie od 1 do 8 zarodkdéw na 100 wyloZzonych pakow,
$rednio wynosita 6,11% (rys. 1). Natomiast paki kwiatowe pochodzgce z warun-
kéw polowych wykazywaly $rednia efektywno$¢ gynogenezy 2,12% (rys. 2). Na
uwage zashuguje fakt, Ze u genotypu nr 79 otrzymano az 20 gynogenicznych za-
rodkéw na 100 pakow (rys. 1, 2).
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Rys. 1. Efektywnos¢ gynogenezy w % (materiat pobrany ze szklarni)
Fig. 1. Efficiency of gynogenesis (plants grown under greenhouse conditions)
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Zaobserwowano, iz efektywno$¢ gynogenezy jest uzalezniona m.in. od ge-
notypu rosliny donorowej [JAKSE i in. 1996]. Zalezno$¢ efektywnosci gynogenezy
od genotypu roslin donorowych obserwowana byla réwniez w innych laborato-
riach [NOWAK 1999a]. W 1996-1998 roku w Katedrze Genetyki, Hodowli i Nasien-
nictwa AR w Krakowie badaniami objeto 10 polskich odmian cebuli oraz ma-
terialy hodowlane z dwéch spétek — 15 lini ze ,SPOINI” w Nochowie i 4 z ,,PO-
LANU” w Krakowie. Na 19 obiektéw u pieciu nie udalo si¢ zaindukowaé rozwo-
ju zarodkdéw, u kolejnych 8 rozwijato sig ponizej jednego zarodka ze 100 pakéw
znajdujacych si¢ w kulturze, natomiast powyzej 4% rozwoju obserwowano u linii
511 z¢ ,,SPOINI” w Nochowie i u dwéch linii A i B z »POLANU” w Krakowie
[ADAMUS 1 in. 1999].

Ogdétem otrzymano 598 zarodkéw gynogenicznych, z czego 54% ulegto kon-
wersji dajac 672 roéliny, co oznacza, ze przecigtnie z kazdego zarodka otrzymano
2 osobniki. W tym, z materialu pobranego z pola, zareagowalo tylko 14 zarod-
kéw. :
Ze zregenerowanych roslin 543 poddano analizie ploidalno$ci za pomoca
cytometru przeptywowego (tab. 1). Na podstawie otrzymanych wynikéw wniosko-
wac¢ mozna, ze 109 roslin (tj. 20%) to podwojone haploidy. Pozostale osobniki
nalezaly do innych grup ploidalnosci, sposréd ktdrych 430 roélin (tj. 79%) bylo
haploidami. Dzigki podejmowanym prébom podwajania liczby chromosoméw
przez. kolchicynowanie in vitro, ktérym poddano wszystkie haploidy (tj. 430 ro§-
lin), otrzymano dodatkowo 46 podwojonych haploidéw. Wysokim udzialem form
diploidalnych zaréwno po gynogenezie, jak i po kolchicynowaniu charakteryzowa-
ly si¢ szczegdlnie dwa genotypy: nr 11 1 35.

Tabela 1; Table 1

Ploidalno$¢ roslin uzyskanych droga gynogenezy i kolchicynownia
Ploidy level of plants derived from gynogenesis and colchicine treatment

Micjsce pf)t;lrama Ploidalno$é roslin po gynogene- | Ploidalno$¢ po kolchicynowaniu
le ateria llh Nr zie; Ploidy level of plants_obtai- Ploidy level of plants
ant grow genotypu ned by gynogenesis after colchicine treatment
conditions Genotype
number
1x 2x 4x 3x 1x 2x 4x 6x
7 20 3 - - 7 - - -
8 10 10 2 - 7 1 - -
. 10 7 1 - - 1 1 - -
Szklarnia
Greenhouse 11 222 54 - - 42 20 7 -
13 13 4 - - 7 1 1 -
35 126 35 1 1 46 21 6 1
37 23 2 - - 5 1 2 -
razem; total { 421 109 3 1 115 45 16 1
75 4 - - - - - - -
Pole 79 1 - - - - - - -
Field 83 4 _ _ _ 1 1 _ -
razem; total 9 - - - 1 1 - -
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Inni autorzy obserwowali takze zalezno$¢ stopnia ploidalnosci gynogenicz-
nych roslin od genotypu materiatéw wyjsciowych. Wysokim udziatem form diploi-
dalnych (50-79%) charakteryzowaly si¢ badane cztery odmiany: ‘Wolska’, ‘Czer-
niakowska’, ‘Sochaczewska’ i ‘Kutnowska’ [Nowak 1999b].

Rosliny donorowe nie byly sprawdzane testem izoenzymatycznym PGI, dla-
tego trudno stwierdzi¢, czy wszystkie paki byly pobierane z form heterozygotycz-
nych i czy podwojone diploidy zostaly otrzymane w wyniku rozwoju tkanki gene-
ratywne;j.

Prace nad gynogeneza zaindukowang w 2001 roku sa kontynuowane. Roéli-
ny haploidalne sa przygotowywane do diploidyzacji w warunkach in vivo, a catosé
materiatu do identyfikacji markerami izoenzymatycznymi PGI w celu sprawdzenia
ich homozygotycznoéci.

Nalezy podkre$lié, ze¢ przedstawione wyniki dotycza tylko jednego cyk-
lu, wymagaja zatem sprawdzenia na wiekszej liczbie doswiadczen.

Whioski

1.  Wytwarzanie gynogenicznych zarodkéw jest prawdopodobnie silnie uzalez-
nione od genotypu. Indukcja gynogenezy nie powiodta si¢ u 5 z 16 bada-
nych obiektow.

2. Efektywnos§é gynogenezy wzrastata, gdy paki kwiatowe pobierane byly z
ro$lin umieszczanych w kontrolowanych warunkach — temp. 14°C.

3. Pozyskiwanie pakéw kwiatowych z roslin rosnacych w komorze klimatyczne;j
1 szklarni pozwala uniknaé¢ endogennych infekcji bakteryjnych i grzybowych,
wystepujacych w warunkach polowych.

4. Wiegkszo$¢ gynogenicznych populagji (ok. 80%) stanowia haploidy, dlatego
nalezy przeprowadzac zabiegi diploidyzagji.

5. Wysoka tendencja do produkcji roslin diploidalnych byla obserwowana
szczegSlnie u dwdch genotypow.
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Streszczenie

Badania nad indukejg gynogenicznych zarodkéw cebuli przeprowadzono na
kilku odmianach wyhodowanych w firmie ,,SPOJNIA”. Na pozywke indukcyjna
wylozono 12385 pakéw kwiatowych. Otrzymano 598 zarodkéw, z ktérych 109 roz-
poczeto spontaniczna diploidyzacje.

Ploidalnoé¢ otrzymanych roélin badano przy pomocy cytometru przeplywo-
wego. W celu podwojenia liczby chromosoméw haploidalnych roélin zastosowano
kolchicyng. W wyniku diploidyzacji uzyskano 46 podwojonych haploidéw.

Licktywnos¢ gynogenezy w przypadku pakéw kwiatowych, pozyskanych u
roélin matecznych uprawianych w warunkach szklarniowch, wynosita 6,11%.
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Summary

Intensive research works were conducted on induction of haploid onion
plants by using of gynogenesis on several breeding forms. Among 12385 flower
buds placed on medium A, 598 embryos were obtained and 109 of them started
the spontaneous diploidization. The ploidy level of gynogenic plants was mea-
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sured by means of flow cytometry. Doubling of chromosomes in haploid plants
was obtained in vitro with the use of colchicine. After the diploidization 46
doubled haploids were obtained. The efficiency of gynogenesis based on the

flower buds grown under greenhouse condition reached 6.11%. The research is
still in progress.
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