.Adres do korespondencji

Ewa Nowak,

Katedra Genetyki, Hodowli
i Na.siennictwa,

Akademia Rolnicza,

Al, 29-Listopada 54,
31-425 Krakow;

e-mail:

rinowak @cyf-kr.edu.pl

biotechnologia
L (52) 134-138 2001

PRACE EKSPERYMENTALNE

Diploidyzacja gynogenicznych roslin
cebuli {AlUum cepa L.

Ewa Nowak

Katedra Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa, Akademia Rolnicza, Krakéw

Chromosome doubling of gynogenic onion plants {Allium cepa L.)
Summary

The objective of the present work was to develop a simple and reliable pro-
tocol for chromosome doubling in haploid onion plants. Research on gynogenic
plants obtained from different genotypes of onion was carried out over two
years. In the first year, diploidization was examined in vivo with 2.5 mM colchici-
ne for 24 h. In the next year, in vitro tests using 0.25 mM and 1.25 mM colchici-
ne or 1.00 pM and 5.00 pM trifluralin were carried out. Both antimitotic agents
were applied for 72 h at 14°C or 23°C.

The obtained results showed that colchicine applied in vivo caused twice as
high loss of the plant material than diploidization at in vitro conditions. Antimi-
totic agents added to culture media decreased the plant capability to regenera-
te. Colchicine was found to be less toxic than trifluralin. The use of colchicine
allowed for producing more diploids than trifluralin.
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1. Wstep

Gynogeneza to proces polegajacy na indukcji sporofityczne-
go rozwoju haploidalnych komoérek gametofitu zenskiego w kul-
turach in vitro nie zaptodnionych zalgzkdéw, zalgazni lub pgkdéw
kwiatowych (1). Technika ta moze stanowi¢ alternatywng do cho-
wu wsobnego metode otrzymywania homozygotycznego mate-
riatu dla hodowli mieszancowej cebuli. Czynnikiem ogranicza-
jacym jej zastosowanie na szerszg skale jest charakterystyczny
dla roslin gynogenicznych cebuli, niski procent spontanicznego
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podwojenia liczby chromosoméw. Wiekszo$¢ gynogenicznej populacji (do 90%) to
haploidy, ktére sg sterylne (2-5). Niezbedne jest zatem indukowane podwojenie ge-
nomu. Celem badan bylo znalezienie prostej i wydajnej metody diploidyzacji haplo-
idalnych roslin cebuli.

2. Materiat i metody

Prace badawcze prowadzono na gynogenicznych roslinach pochodzacych z réz-
nych genotypow cebuli. Ploidalno$¢ otrzymanej populacji oceniano za pomocg cyto-
metru przeptywowego Partec CA It. W roku 1997 podwajanie liczby chromosoméw
przeprowadzono w trakcie przenoszenia roslin z warunkéw in vitro do in vivo mo-
czac korzenie haploidéw w 2,5 mM roztworze kotchicyny przez 24 godziny. W roku
1998 badano dziatanie koichicyny (0,25 mM; 1,25 mM) i trifluralinu (I pM; 5 pM)
w warunkach in vitro. Ze zregenerowanych z zarodkéw roslin haptoidainych usuwa-
no liscie i korzenie, a pozostate zgrubienie dzielono na dwie czesci i wyktadano na
pozywke M3 (BDS bez regulatoréw wzrostu wg Campion i wsp. (6)) zawierajaca kol-
chicyne lub trifluralin, a nastepnie umieszczano w temperaturze 14 tub 23°C. Po sie-
demdziesieciu dwdéch godzinach eksplantaty doktadnie ptukano w sterylnej wodzie
i przenoszono na $wieza pozywke M3 (bez zwigzkéw antymitotycznych) dla regene-
racji pedéw. Efekt dziatania substancji antymitotycznych oceniano za pomoca cyto-
metrii przeptywowej okoto trzy miesigce po aklimatyzacji zregenerowanych roslin
do warunkdéw in vivo.

3. Wyniki

Kolchicyna stosowana w warunkach in vivo powodowata utrate dwukrotnie wiek-
szej czeSci materiatu roslinnego w poréwnaniu do diploidyzacji w warunkach in vi-
tro. Z sze$¢dziesieciu pieciu roslin, ktérych korzenie moczono w 2,5 mM roztworze
tego alkaloidu, zaledwie osiem (12%) wytworzyto cebule, pozostate obumarty w trak-
cie wegetacji. Z czterech cebul pozostatych po przechowaniu wszystkie posiadaty
diploidalny lub tetraploidainy zestaw chromosomow.

Dodanie zwigzkéw antymitotycznych do pozywek wpltywato na obnizenie zdol-
nosci do regeneracji eksplantatow. Sposrod czterystu dziewietnastu roslin podda-
nych procesowi diploidyzacji in vitro 28% podjeto dalszg regeneracje (tab. 1). W wiek-
szosci przypadkow zarowno kolchicyna jak i trifluralin powodowaty szklistos¢ tkan-
ki. Wspotczynnik regeneracji dla wszystkich kombinacji byt stosunkowo niski i wahat
sie od 11 do 41%. Wyzsze stezenie trifluralinu (5,0 pM) powodowato znaczne obni-
zenie (do 11%) przezywalnosci eksplantatow, podczas gdy | pM tego zwigzku po-
zwalal na dwukrotnie wyZzszg regeneracje. Lepszg zdolnos¢ do regeneracji obserwo-
wano po zastosowaniu kotchicyny: od 18% dla 0,25 mM w 14°C do 41% dla 1,25 mM
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w 14°C. Obnizenie temperatury nie zmniejszyto toksycznego wptywu kolchicyny na
tkanke merystematyczng pietki cebuli.

Tabela 1

Wplyw zwigzkéw antymitotycznych, stosowanych in vitro, na regeneracje gynogenicznych roslin cebuli
(K-kolchicyna, T-trifluralin)

. Rosliny (%)
Liczba badanych

Czynnik . . . zaaklimatyzowane do
rodlin szkliste niezregenerowane  zregenerowane LT
In vivo

025 niM K 7 45 82 18 38
14°C

0.25 niM K 140 3 66 34 60
23°C

1,25 mM K a4 36 59 ) 78
14°C

1,25 mM K 50 34 68 2 81
23°C

LolaM T 51 43 71 29 53
23°C

50 M T 63 54 89 1 7
23°C

Srednia 419 40 72 28 63

Wsrod siedemdziesieciu czterech roélin zaaklimatyzowanych z warunkow in vi-
tro do in vivo 43% miato dwukrotnie zwiekszong liczbe chromosoméw, podczas gdy
pozostate 31% byto nadal haploidami (tab. 2). Stwierdzono dwukrotnie wyzszy $red-
ni wspoétczynnik podwojenia po zastosowaniu kolchicyny (48°i6) w poréwnaniu do
trifluralinu (23%). Dodanie do pozywki [,25 mM roztworu kolchicyny efektywniej
stymulowato duplikacje genomu, wspoétczynnik podwojenia w 14°C wynosit 43%,
aw 23°C az 77%. Nie zaobserwowano Jednoznacznego wptywu zastosowanych tem-
peratur na polepszenie diploidyzacji gynogenicznych roslin cebuli w warunkach in
vitro.
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Tabela 2

Efektywno$¢ podwojenia genomu haploidalnych roslin cebuli po zastosowaniu kolchicyny (K) i trifluralinu
(T) w warunkach in vitro

Cavinik Liczba rodlin zaaklimatyzowanych Liczba Wspdtczynnik podwojenia
Y do in vivo haploidow diploidéw %)
0,25 mM K 5 3 ) 0
14°C
0,25 niM K 29 18 1 38
23°C
1,25 niM K 14 8 6 3
14°C
125 MK 13 3 10 77
23°C
1,0 T
8 7 1 13
23°C
50 M T 5 3 ) I
23°C
Srednia 74 42 32 43
4. Dyskusja

Ze wzgledu na rzadkie wystepowanie spontanicznej diploidyzacji podczas roz-
woju gynogenicznych roslin cebuli, efektywna metoda podwojenia liczby chromoso-
mow ma priorytetowe znaczenie w dalszym wykorzystaniu tych roslin w hodowli
odmian mieszancowych. Prezentowana w pracy technika duplikacji genomu za po-
mocg kolchicyny w warunkach in vitro byla opisana wczes$niej przez kilku autoréw
(3,6). Do tej pory jednak nie uzyto trifluralinu dla podwojenia garnituru chromoso-
mowego u cebuli. W poréwnaniu do powszechnie stosowanej kolchicyny, trifluralin
wykazuje lepsze powinowactwo do tubulin roslinnych (biatka wrzeciona kariokine-
tycznego) in vitro w niskich (pM) stezeniach (8-10). Na podstawie otrzymanych wyni-
kéw stwierdzono, ze dziatanie trifluralinu i kolchicyny na efektywnos¢ podwojenia
genomu jest porownywalne, natomiast zastosowanie kolchicyny wptywa mniej tok-
sycznie na regeneracje eksplantatow. Niskg przezywalnosé tkanki kalusowej po za-
stosowaniu trifluralinu opisat takze Wan i wsp. (9) u kukurydzy. Wspotczynnik podwoje-
nia dla kolchicyny uzyskany w tej pracy jest porownywalny do wynikéw Geoffriau
i wsp. (7) i Campion i wsp. (6). Nalezy jednak podkresli¢, ze stezenia kolchicyny uzy-
te w naszych doswiadczeniach byly kilkukrotnie nizsze. W przeprowadzonych eks-
perymentach nie potwierdzono faktu opisanego przez Saisingtong i wsp. (11) o znacz-
nej redukcji toksycznosci kolchicyny w nizszych temperaturach. Zdolnos¢ do rege-
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neracji byla podobna zaréwno, gdy eksplantaty umieszczano w temperaturze 14 jak
i 23°C.

tej

Uzyskane wyniki nie sg w petni Jednoznaczne i zadowalajace dlatego wdrozenie
techniki diploidyzacji do praktyki wymaga dalszej optymalizacji.
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