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Wstep

Ogorek gruntowy (Cucumis sativus L.) jest jednym z najbardzicj rozpow-
szechnionych w uprawie warzyw i ma duze znaczenie gospodarcze. Zajmuje ok.
12% p0w1erzchn1 zajetej pod uprawe warzyw. Warzywo to jest spozywanc w sta-
nie surowym i przetworzonym przez caly rok. Uzytkowane sa gldwnic odmiany
mieszaficowe tego gatunku. Ogérek jest gatunkiem diploidalnym (2x = 14), jed-
norocznym i obcopylnym. Otrzymanie nowej odmiany wymaga minimum o$miu
pokolen. Waznym etapem w hodowli odmian mieszancowych (heterozyjuych) jest
chéw wsobny prowadzacy do uzyskania linii homozygotycznych [MALEPSZY i in.
1989].

Indukowanie haploidéw i otrzymywanie linii podwojonych haploidéw po-
zwala ograniczy¢ liczbe pokolen wsobnych oraz uzyskaé w ciagu okoto dwéch lat
ro§liny homozygotyczne.

Rodliny haploidalne w ogérku polowym mozna otrzymaé przez powslawa-
nie nasion z pominieciem procesu zaplodnienia. Stymulacjg rozwoju zarodka wy-
woluje sie¢ w tym przypadku przez zapylenie napromieniowanym pytkiem, ktérego
fagiewka pylkowa kietkuje z opéZnieniem. Jadra plemnikowe po osiagnicciu ko-
morki jajowej nie posiadaja jednak zdolnosci do jej zaplodnienia [FARIS 1999].

Material i metody

Prace nad indukowaniem haploidéw w ogorku polowym TOZPOCZGLlO. W
~SPOINI” w Nochowie, w 1999 roku. Obejmowaly one trzy serie badawcze: jesic-
nia 1999 roku oraz wiosng i jesienig 2000 roku.

Materiatl roSlinny (donorowy) w kazdej serii stanowily micszafice F,. W
pierwszym doswiadczeniu uzyto dwéch mieszaficow: ‘Sremski F)’, ‘Malta I, a w
kolejnych seriach odpowiednio 11 i 12 réznych genotypdéw. Rosliny donorowe
ogbérka w kazdej serii uprawiano w optymalnych warunkach szklarniowych w
okresie wiosenno-letnim. Faza kwitnienia cieptolubnych roslin ogérka przypadata:
na wiosng (od kwietnia) i lato (do wrzednia). Formg ojcowska jednopienng w
kazdym przypadku wysiewano ok. dwa tygodnie wczesniej, aby w odpowiednim
momencie zapewni¢ Zrédto pytku.
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Paki kwiatowe zefiskie i meskie izolowano na dzien przed otwarciem
(anthesis). Paki kwiatéw meskich zrywano wezeénie rano i przy uzyciu tzw. bomby
kobaltowej poddawano promieniowaniu gamma (%Co) dawka 0,2 i 0,3 kGy.
Nastgpnic zapylano kwiaty zZenskie napromlemowanym pyltkiem. Na jednej
rodlinic zapylono napromieniowanym pylkiem od pigeiu do siedmiu kwiatéw
zenskich. Owoce zbierano po 4-6 tygodniach liczac od dnia zapylenia. Nasienniki
myto w wodzic z detergentem, a nastgpnie odkazano powierzchniowo alkoholem
etylowym. Kolejno, izolowano zarodki koloru mleczno-bialego w stadium serca
lub torpedy. Zarodki przenoszono na pozywke E20A [SAauTON, DUMAS DE VAULX
1987).

Rosliny w rdéznych etapach kultury in vitro umieszczano w pokoju hodowla-
nym (fitotronie) w temperaturze 23°C oraz przy 16-godzinnym dniu.

Rozwijajgce si¢ z zarodkéw roéliny pasazowano na pozywke 1/2 MS [Mura-
SHIGE, SKOOG 1962] z potowa skladnikow odLywczych Nastepnie namnazano we-
Bclalywmc, Rodliny cigto na migdzywigZla i umieszczono na pozywce V [MURA-
SHIGE, SKOOG 1962] pozbawionej witamin.

Dla podwojcenia liczby chromosoméw prowadzono bezpo$redniy regenera-
cjg. W tym celu pobierano miode liScie w ksztalcie t6deczki (drugie od stozka
wzrostu), ktore nastgpnie cigto na skrawki o wielkosci 1,0 mm x 1,0 mm. Eks-
plantaty przenoszono na pozywke 1/7 MS (zmodyfikowana pozywka MURASHIGE i
SKOOG [1962]), na ktérej pozostawaly przez dwa tygodnie bez dostgpu $wiatla.
Takic postgpowanie sprzyja powstawaniu kalusa, a nastepnie indukcji zarodkéw
somatycznych. Zarodki te daly poczatek matym roélinkom (regenerantom), ktére
pasazowano na pozywke 1/6 MS (zmodyfikowana poZzywka MURASHIGE i SKOOG
[1962]).

Regenceranty przenoszono do stoikéw z pozywka 1/2 MS (MURASHIGE i
SK0OG [1962] z potows sktadnikéw odzywcezych). Ploidalno$¢ oceniano przy uzyciu
cytometru przeplywowego, na podstawie pomiaru fluorescencji emitowanej przez
wezednic] wprowadzony barwnik polaczony z czasteczka DNA [BARANSKI 1996].
Po badaniu rodliny diploidalne byly aklimatyzowane do warunkéw uprawy, a nas-
tgpnic przekazywane hodowcey. Natomiast pozostate haploidy poddawano proce-
sowi kolchicynowania w warunkach in vitro lub in vivo w celu podwojenia liczby
chromosoméw. Najezgsciej stosowano dwa stezenia kolchicyny (w zaleznosci od
kondy¢ji roslin): roztwér 0,05% lub 0,1%.

Kolchicynowanie roélin in vitro polega na naniesieniu kropli roztworu kol-
chicyny 1 agaru na stozek wzrostu. Zabieg ten powtarza sig przez pigé kolejnych
dni. Przed nalozeniem $wiezej kropli pozywki, poprzednia usuwano. Kolchicyno-
wanic in vivo polegalo na tym, iz ro§line haploidalng zaaklimatyzowana do wa-
runkéw szklarniowych prowadzono na pedy boczne. Gdy pedy te osiagna dlugosé
okolo 20 cm, wycina sie je, umieszcza w roztworze kolchicyny i pozostawia w cie-
mnym pomieszcezeniu na okres 24 godzin. Nastgpnie pedy sa przesadzane do do-
niczek z perlitem i ukorzeniane. Po kazdym zabiegu kolchicynowania pobierane
sg najmfodsze liscic w celu zbadania ich ploidalnosci z wykorzystaniem cytometru

przeplywowego.
Wyniki i dyskusja

W ciggu dwodch lat pracy nad indukowaniem haploidéw ogérka doswiadcze-
niv poddano 25 genotypéw, zanalizowano 1376 nasiennikéw ogérka, wyizolowano
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923 zarodki, z ktérych 30% rozwinglo si¢ w haploidalne rogliny. Wérdéd uzytych
genotypdéw zaznaczylo sig duze zréznicowanie w tworzeniu haploidalnych zarod-
kéw i powstawaniu z nich roélin.

Najwigcej zarodkéw otrzymano z mieszafica ‘Malta F1’, §rednio 2,2 zarodki
z jednego owocu (przy 0,2 kGy) i 1,6 (przy 0,3 kGy) [NIEMIROWICZ-SZCZYTT 1999].
Pozostale genotypy tworzyly od 0,1 do 2,0 zarodkéw z jednego owocu (tab. 1, 2,
3).

Tabela 1; Table 1

Otrzymywana liczba zarodkéw w zaleznosci od dawki promieniowania gamma
1 genotypu w sezonie jesiennym

Number of embryos obtained after using two doses of radiation

Dawka 0,2 kGy; Dose 0.2 kGy Dawka 0,3 kGy; Dose 0.3 kGy
liczba zarodkéw liczba zarodkow
Seria Genotyp liczb,a liczbal z jednego liczb’a liczbzt z jednego owo-
Serics | Genotype | OWocow zarodkéw | owocu; average | owocow | zarodkow | cu; average
number | number of number of number |[number of| numbecr of
of fruits | embryos embryos per | of fruits | embryos cmbryos
1 fruit per 1 fruit
! Malta F, 32 68 22 21 33 1,6
Sezon
JeSIENNY | Sremski F,| 21 27 13 25 33 1.3
1999 rok
Autumn suma
1999 total 53 95 1,8 46 66 1,4

Tabela 2; Table 2

Otrzymywana liczba zarodkéw w zaleznoécei od dawki promieniowania gamma
i genotypu w sezonie wiosennym

Number of embryos obtained after using two doses of radiation

Dawka 0,2 kGy; Dose 0.2 kGy Dawka 0,3 kGy; Dose 0.3 kGy
. . liczba zarodkéw
Seria Genotyp | liczba liczba 7“%3362%%3(&‘:’] liczba liczba 7 jednego owo-
Series | Genotype | owocow | zarodkéw i‘njlc gnumber owocdw | zarodkow cu; average
number | number of of (l:ngb o8 per number Jnumber of number of
of fruits| embryos 1 fr{;.[ Per | of fruits | embryos cmbryos
i per 1 fruit
la 34 45 13 28 14 0,6
1b 23 45 2,0 22 19 ) 0,9
lc 20 16 0,8 28 21 0,8
2 46 47 1,0 62 41 0,7
II 3 43 47 1,1 51 27 0,5
Sezon 4 46 51 11 46 25 0,5
wiosenn
2000 ro 5 51 34 0,7 54 19 04
Spring
3000 6 42 33 0,8 52 25 0,5
7 48 25 0,5 52 27 0,5
8a 27 17 0,6 35 26 0,7
8b 34 15 04 25 9 0.4
suma
total 414 375 0,9 455 253 0,6
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Tabela 3; Table 3

Otrzymywana liczba zarodkéw w zaleznosei od dawki promieniowania gamma i genotypu
W sezonie jesiennym

Number of embryos obtained after using two doses of radiation

Dawka 0,2 kGy; Dose 0.2 kGy Dawka 0,3 kGy; Dose 0.3 kGy
Scria | Genotyp | liczba liczba Zligz(t;aezarodké\:; liczba liczba ligzga zarodkéw
Serics | Genotype | owocow| zarodkow | Z199nego owgc owocdw | zarodkéw |%JEAnceo owgc u
number | number of vae;fg,'y‘g;n g number | number of zg/fc;xsg ng;n :rr
of fruits| embryos 1 fruit p of fruits | embryos 1 f%il P
A 24 8 03 13 1 0,1
B 18 9 0,5 12 8 0,7
C 14 7 0,5 3 1 0,3
D 11 10 0,9 6 4 0,7
E 24 4 0,2 20 3 0,2
IT1 F 18 1 0,1 11 2 0,2
Sezon
jesienny G 16 11 0,7 21 4 0,2
2000 rok
Autumn H 21 5 0,2 17 11 0,6
2000
I 26 7 03 18 6 03
J 25 9 0,4 16 9 0,6
K 21 1 0,1 26 10 0,4
L 23 2 0,1 4 1 03
suma 1 941 74 03 167 60 04
total
% e . . . .
Seria 1 ; Series | Seria ll; Series 1l Seria Ill; Series It
“o—e ®
70 4
Odawka; dose 0,2 kGy
60 + Eldawka; dose 0,3 kGy
50 A -
40 4
30 -
20 +
10 4
0 - Y =
A I 2 - T T B R Y S S S VRN I S I A N e %
& &
Yo genotypy; genotype
Rys. 1. Procent uzyskanych ro$lin haploidalnych z zarodkéw w trzech scriach

Fig. 1. Percentage of haploidal plants obtained from embryos (3 series of experiment)
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Dane przedstawione na rys. 1 dotycza kolejnego etapu, jakim jest rozwdj
roélin z zarodkéw. Haploidalne zarodki genotypu I niezdolne byly do regeneragji
w roéliny. Najslabiej rozwijaly si¢ rosliny po dawce 0,2 kGy z obiektéw ‘Sremski
F1” (7%), 'Malta F1’ (10%), C (14%). Natomiast po dawce 0,3 kGy najmniej
haploidéw otrzymano u ‘Malta F1’ (3%), ‘Sremski F1’ (6%) oraz u obicktéw 3
(15%) 1 H (18%). Najsilniejszy rozwoj roélin po dawce 0,2 kGy wystapit u geno-
typéw: 1b (60%), E (50%), L (50%). Po dawce 0,3 kGy najwigcej roslin
haploidalnych otrzymano u obiektéw: D (75%), 1a (57%), 7 (57%).

redni poziom regeneracji z zarodkéw haploidalnych miescit sie w
granicach od 7 do 13%. Najwigce] powstajacych roélin zanotowano u genotypu
1b ~ 55% oraz F, gdzie zregenerowato 50% rodlin (rys. 1).

W rezultacie z rozwijajacych si¢ zarodkéw uzyskano 271 haploidalnych ros-
lin. W celu podwojenia liczby chromosoméw pobrano z tych roslin 427 lisci, z
ktorych zregenerowalo 439 roélin regenerantow (tab. 4, 5, 6).

Tabela 4; Table 4

Przydatno$¢ do regeneracji bezposredniej. Seria I, sezon jesienny 1999 r.
Usefulness to direct regeneration. Series I, Autumn 1999

Dawka Liczba Liczba I;:fsli?:
Genotyp promieniowania eksglantow otrzymanych 7. jednego
s wtérnych p :
Genotype Dose of radiation No. of seconda regenerantéw cksplantatu
(kGy) " explant Y1 No.of regencrants No. of plants
expiants per 1 explant
0,2 38 57 15
Malta Fi
0,3 18 0 0
Sremski F1 03 9 18 2,0
0,2 38 57 1,5
Suma; Total
03 27 18 0,67

Tabela 5; 'lable 5

Przydatno$¢ do regeneracji bezposredniej. Seria II, sezon wiosenny 2000 r.
Usefulness to direct regeneration. Series I, Spring 2000

Genotypy Dawka | yi0h, cksplantow Liczba otrzyma- Liczba roflin z jednego
m(é?rfg?;:cw PIS%TS“(:C:;OI_‘:S&'_"‘ wtornych; No. of se- | nych regenerantéw | eksplantatu; No. of plants
of vaiates tion (kGy) condary explants o. of regenerants perrl explant

1 2 3 4 5

1 0,2 25 55 2,2

¢ 03 33 1 03

1b 0,2 27 15 0,6

0,3 3 1 03

1 0,2 26 20 0,8

¢ 03 31 66 2,1

5 0,2 0 0 0

03 13 9 0,7

3 0,2 19 48 2,5

0,3 5 0 0




328 V. Szule-Sroga i inni

ciag dalszy tabeli 5; Table 5 — continued

1 2 3 4 5

4 0,2 0 0 0
03 5 11 22
s 02 35 17 0,5

03 6 0 0

6 02 2 0 0
03 22 14 0,6

0,2 2 0 0
! 03 12 9 0,8

82 02 0 0 0
03 14 9 0.6

8b 02 0 0 0

03 0 0 0

Srednia 0,2 136 155 1.1
Average 03 144 130 0.9

Tabela 6; Table 6

Przydatno$¢ do regeneracji bezposredniej.
Scria II1, sezon jesienny 2000 r., dawka 0,3 kGy
Usefulness to direct regeneration.

Series III, Autumn 2000, dose 0.3 kGy

Genotypy Dawka Liczba eksplantow otrlecrf:: ch Llczl:)aer‘c(asshlznzt ;Z?nc_
mieszancow | promieniowania wtornych re gcran)tléw Ni bcrpo ¢ plants
Genotype | Dosc of radiation | Number of secon- gNumbc obltn' ed £ g 1

of vatietes (kGy) dary explants r ained trom
of regenerants explant
A 0,2 13 6 0,5
B 0,2 0 0
C 0,2 5 1,7
D 03 7 T0
E 0,2 2 0,7
F 03 13 8 0,6
G 03 9 15 1,7
0,2 4 0,6
H 0,2 2 0 0
03 14 28 2,0
J 0,2 5 2 04
K 03 3 2 0,7
L 0,2 1 3 3,0
Srednia 0,2 39 22 0,6
Average 0,3 43 57 1,3

U roslin haploidalnych z serii I podjeto probe podwajania liczby chromo-
soméw in vivo, stosujgc roztwor kolchicyny o stezeniu 0,05%. Dzialaniu roztworu
poddano 40 pedéw bocznych, pochodzacych z ‘Malty F1” i ‘Sremskiego F1”. Prze-
zywalnosé roslin wyniosta 12%. Po badaniu ploidalnosci wszystkie rosliny okazaly
si¢ haploidami, czyli kolchicynowanie bylo nieskuteczne.
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W wyniku regeneracji bezposredniej (po dawce 0,2 i 0,3 kGy) uzyskano
Srednio z jednego eksplantatu liSciowego jednego regeneranta. Nie zauwazono,
by dawka promicniowania wplyneta na iloé¢ otrzymanych regenerantow.

Roséliny, ktére zregenerowaly z tkanki kalusowej, poddano analizie cytome-
trycznej. Yacznie przebadano 117 rodlin, z czego 55 okazalo si¢ podwojonymi ha-
ploidami (43 rosliny z cyklu wiosennego 2000 roku 1 12 roslin z cyklu jesicnnego
2000 roku). Podwojone haploidy pochodzily od dziewigciu genotypéw: 1a (0,2 i
0,3 kGy), 1b (0,2 kGy), 1c (0,3 kGy), 3 (0,2 kGy), 4 (0,3 kGy), 8a (0,3 kGy), C
(0,2 kGy), G (0,3 kGy), H (0,3 kGy).

Rosliny z serii II 1 III, kt6érych genomy nie ulegly podwojeniu poddano kol-
chicynowaniu ,ex vitro”. Poniewaz byl to material w bardzo dobrej kondyq,
zastosowano 0,1% roztwdér kolchicyny. Zabiegowi kolchicynowania poddano:

- 125 peddw bocznych z roslin pochodzacych z cyklu wiosennego 2000 roku,
z czego przezyly 92 roéliny,

- 50 peddéw bocznych z roslin, z cyklu jesiennego 2000 roku, z czego przezyto
26 roSlin.

Analiza ploidalnosci wykazala, ze na 118 przebadanych roélin — 42 to po-
dwojone haploidy, 8 rolin okazalo si¢ miksaploidami, natomiast u 68 roslin ge-
nom nie ulegt podwojeniu.

Roéliny bedace podwojonymi haploidami przekazano hodowcy. W wyniku
chowu wsobnego z cyklu wiosennego 2000 r. uzyskano 29 nasiennikéw pochodzy-
cych od genotypéw: la, lc, 8a oraz osiem nasiennikéw z genotypu G cyklu je-
siennego 2000 r. Prace nad seriami wiosenng i jesienng sa nadal kontynuowane.
Dotychczas udato si¢ uzyskaé nasiona z pojedynkéw otrzymanych mctoda podwa-
jania haploidéw. W materialach tych pokladamy nadziejg¢ na podnicsicnic tole-
rancji na choroby, szczegdlnie na maczniaka rzekomego (Pseudoperonospora cu-
bensis), a tym samym sformowanie nowych mieszaficow o wysokicej wartosci uzyt-
kowej i gospodarcze;j.

Prace badawcze nad indukowaniem haploidéw z wybranych micszancow
ogorka prowadzone byly w SGGW w Warszawie przez zespot Katarzyny Niemiro-
wicz-Szczytt. Przeprowadzono trzy cykle badawcze (jesien 1998 oraz wiosna i je-
sien 1999) z miesziicami: ‘Polan F1’, Krak F1’, Izyd F1’ i Frykas F1’. Otrzyma-
no $rednio od 0,5-1,7 zarodkéw z jednego owocu, natomiast regeneracja zarod-
kéw w haploidalne rosliny miesScita si¢ w granicach od 6-42% [NIEMIROWICZ-
SzCzYTT i in. 1999].

W toku naszych badain osiggneli§my zblizone wyniki, §rednia liczba zarod-
kéw z jednego owocu wynosita 0,4-1,6, natomiast 7-55% zarodkéw wyksztalcito
haploidalne rosliny.

Badania Niemirowicz-Szczytt dowodza réwniez, Ze sezon jesienny jest ko-
rzystniejszy niz wiosenny dla formowania zarodkéw 1 powstawania z nich roglin.
Prawidtowo$é ta nie zaznaczyla si¢ w przypadku niniejszych badan, ale nalezy
podkreslié, ze liczba prowadzonych do$wiadczen nie byla wysoka.

Whnioski

1.  Przeprowadzone badania nie wykazaly znaczacego wplywu dawki promic-
niowania gamma na ilo§¢ wytworzonych przez rosling zarodkéw. Zaznaczyta
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si¢ tylko niewielka réznica w doswiadcezeniu 11 2 na korzysé promieniowa-
nia w dawce 0,2 kGy, jednak wymaga to sprawdzenia na wigkszej iloSci
prob.

2. Odnotowano minimalng przewage w rozwoju haploidalnych roslin z zarod-
kéw po dawce promieniowania 0,3 kGy (32%), w stosunku do mniejszej
dawki napromieniowania. Przewaga moze by¢ spowodowana tym, zZe ilo§é
zarodkéw po dawce promieniowania 0,3 kGy jest zazwyczaj mniejsza, ale s3
silnicjsze 1 lepiej rozwijaja si¢ w rosliny.

3. Wprowadzenic do hodowli metod polegajacych na wyprowadzeniu linii po-
dwojonych haploidéw (DH) technikg in vitro moze przyczyni¢ si¢ do skro-
cenia czasu potrzebnego do wyhodowania nowej odmiany.
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Streszczenie

Prace nad indukowaniem haploidéw w ogérku polowym rozpoczgto w 1999
roku. Obcjmowaly one trzy seric badawcze, a w nich 25 genotypéw. Paki kwiatéw
mskich zrywano i poddawano dziataniu promieniowania gamma dawka 0,2 kGy
i 0,3 kGy.
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Sposréd 923 wyizolowanych haploidalnych zarodkéw 30% podjelo regene-
racje. Poprzez regeneracje bezposrednia jak réwniez przy uzyciu kolchicyny otrzy-
mano 98 podwojonych haploidéw. Badania trwajg nadal.

INDUCTION OF HAPLOID CUCUMBER PLANTS
AT ,SPOINIA” Ltd., NOCHOWO

Violetta Szulc-Sroga, Marian Pedziniski, Wojciech Matuszak
Maigorzata Majchrzak, Fwa Rubik
~SPOJNIA” Vegetable Plant Breeding & Seed Production Firm, Ltd., Nochowo

Key words:  Cucumis sativus, haploids, embryo cultivar, doubled haploids, re-
sistance

Summary

Research works on induction of haploid cucumber plants have been carried
out since 1999 in 3 experimental series with the use 25 genotypes. Every male
flower has been fertilized by gamma-irradiated pollen. The doses of radiation
were 0.2 kGy and 0.3 kGy, respectively. From 923 haploid embryos isolated on
Petri dishes, 30% started the regeneration. By means of direct regeneration and
also using colchicine treatment, 98 doubled haploids were obtained. The rescarch
is still continued.
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