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Morphological, cytological and molecular evaluation of interspecific
FI {A. galanthum x A. cepa) hybrids

Summary

The interspecific FI (A. galanthum x A. cepa) hybrids were obtained via
embryo rescue technique. For hybrids and parental plants, the morphological
traits and pollen fertility evaluation were made. The tested FI hybrids were sim-
ilar to the maternal form regarding to the leaves' length, while the number of
bulbils leaves and stem diameter were similar to the paternal form. Pollen via-
bility test showed that FI hybrid plants exhibited complete or partial male ste-
rility. Cytological observations of microsporogenesis and tetrads revealed no
disturbances in meiosis; however, the presence of dyads, tryads (22%) and tet-
rads degeneration (1%) was recorded. The analyses of chloroplast DNA proved
that all FI progenies examined possessed the cytoplasm of A. galanthum. We
concluded that the sterility or low pollen viability of FI hybrids is caused by the
presence of galanthum cytoplasm.
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1. Wstep

Cebula zwyczajna jest gatunkiem o duzym znaczeniu gospo-
darczym zaréwno w Polsce jak i na Swiecie (1). Ze wzgledu na
duzg popularno$¢ tego warzywa, oraz zapotrzebowanie na
nowe odmiany, hodowcy, w celu zwiekszenia zmiennosci lub
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wprowadzenia do form uprawnych nowych cech, wykorzystujg krzyzowania oddalo-
geny, tolerancji na niekorzystne warunki srodowiska lub wprowadzenia cechy me-
skiej sterylnosci (2).

Obecnie, w produkcji nasion odmian mieszaficowych cebuli, wykorzystuje sie ce-
che cytoplazmatyczno-genowej meskiej sterylnosci (CMS). U cebuli znane i uzywane
sg dwa typy CMS. Pierwszy typ, zidentyfikowany zostat w odmianie 'ltalian Red',
gdzie sterylno$¢ warunkowana jest obecnoscig cytoplazmy typu S oraz dwoma ge-
nami jagdrowymi ms/ms, a czynnikiem restorerowym jest gen Ms (3). Drugi typ T,
opiera sie na aktywnosci locus dominujacego A, lub komplementarnych do niego B
i C (4). Wiekszos¢ dostepnych na rynku heterozyjnych odmian cebuli byta tworzona
na podstawie cytoplazmy typu S (5). Stan taki spowodowat zawezenie puli genetycz-
nej (jednorodnos¢ cytoplazmy) dla form uprawnych tego gatunku, w zwigzku,
z czym zaistniata koniecznos¢ poszukiwania nowych Zrodet tej cechy.

Cenne zrodto nowego typu CMS zlokalizowano w dzikim gatunku A. galanthum,
nalezacym podobnie jak cebula zwyczajna do sekcji cepa (2). Pierwsze proby prze-
niesienia sterylizujgcej cytoplazmy galanthum do cebuli zwyczajnej opisane zostaty
w latach 80. ubiegtego wieku (6). W dalszych badaniach w tym zakresie wykazano,
ze pokolenia krzyzowan wstecznych (BC6, BC7) z introdukcjg cytoplazmy galanthum
posiadajg nitki precikowe bez pylnikéw (3), co bardzo utatwia identyfikacje roslin
mesko-sterylnych. Brak pylnikow u roslin mesko-sterylnych powoduje ze cecha ta
nie podlega wptywom Srodowiska, jak ma to miejsce w przypadku stosowanej w ho-
dowli polskich odmian cytoplazmy typu S.

Celem tego opracowania byta ocena morfologiczna mieszancéw miedzygatunko-
wych otrzymanych poprzez krzyzowanie A. galanthum z polskimi liniami hodowlany-
mi cebuli zwyczajnej oraz sprawdzenie ptodnosci otrzymanych mieszafncéw. Wyko-
nano réwniez molekularng ocene obecnosci cytoplazmy galanthum u roslin mieszan-
cowych FI {A. galanthum x A. cepa).

2. Materiat i metody

Materiat do oceny morfologicznej jak i cytologicznej stanowity rosliny mieszan-
cowe Fl uzyskane za pomocg kultur in vitro. Zalgzki uzyte do zakfadania kultur otrzy-
mano po wykonaniu zapylenia formy matecznej Allium galanthum pytkiem formy oj-
cowskiej Allium cepa. Po uptywie siedmiu do dziesieciu dni od zapylenia, z kwiatow
pobierano powiekszone zalgznie, odkazano, a nastepnie izolowano z nich zalgzki.
W efekcie zastosowania techniki embryo-rescue otrzymano rosliny Ft, ktére nastepnie
aklimatyzowano do warunkéw ex vitro.

W badaniach, jako form ojcowskich, uzyto dwdch krajowych linii hodowlanych
(AG i DO), ale podczas obliczen srednich wartosci cech, rosliny mieszaricowe Fl po-
traktowano facznie.
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Mieszance FI kwitty w drugim roku wegetacji, podobnie jak rosliny ojcowskie
A. cepa. Rosliny A. galanthum, ktéry jest gatunkiem wieloletnim, nie zatamujgcym
szczypioru pod koniec wegetacji, w momencie oceny byly w trzecim roku wege-
tacji.

Ocene morfologiczng mieszaficow Fl oraz roslin rodzicielskich przeprowadzono
zgodnie z metodyka Centralnego Osrodka Badania Odmian Roélin Uprawnych (COBORU)
(7). Ogotem oceniono 15 mieszancow Fl, oraz po 30 roslin A. galanthum i A. cepa.
Wykonano analize biometryczng roslin w fazie wegetatywnej (liscie, todyga), a po
wytworzeniu peddw kwiatostanowych oceniono takze ich parametry. Wyniki przed-
stawiono jako $rednie wartosci badanych cech dla kazdego z trzech obiektéw do-
$wiadczenia (mieszance Fl, A. galanthum, A. cepa). Wyliczono réwniez wspotczynni-
ki zmiennosci (V%) badanych cech. Ze wzgledu na nieréwna liczebno$¢ poréwnywa-
nych populacji oraz niejednolitych wariancjach badanych cech, w celu poréwnania
obiektow Allium cepa | Allium galanthum oraz okre$lenia podobienstwa mieszancow
FI do roslin rodzicielskich zastosowano test t Studenta dla réznic miedzy Srednimi
przy réwnych i réznych wariancjach (8).

Ocena cytologiczna mieszancow Fl oraz roslin kontrolnych obejmowata analize
zywotnosci pytku wg procedury Alexandra (9) oraz ocene zaburzen w przebiegu mi-
krosporogenezy. Zywotno$¢ pytku oceniano na podstawie analizy minimum 500 zia-
ren dla kazdego badanego obiektu. Ocene zaburzen przebiegu mejozy i podczas
tworzenia tetrad mikrospor wykonano na preparatach rozmazowych. Paki kwiatowe
réznej wielkosci (1-5 mm) utrwalano w roztworze Carnoya (3:1- alkohol etylowy :
kwas octowy lodowaty) i barwiono karminem octowym. Z kazdego obiektu do-
$wiadczalnego (A. galanthum, A. cepa oraz mieszance FIl: A. galanthum x A. cepa (AG);
A. galanthum x A. cepa (DO) analizowano okoto 500 mejocytéw w stadium ! i Il po-
dziatlu mejotycznego oraz tetrad mikrospor. Preparaty obserwowano pod mikrosko-
pem S$wietlnym Nikon Eclipse E600.

Analize molekularng mieszancéw Fl wykonano wykorzystujgc markery moleku-
larne RFLP (ang. Restriction Fragments Length Polymorphism), z uzyciem techniki PCR.
Produkty amplifikacji DNA badanych obiektow uzyskano stosujac pare starterév>/
chloroplastowego DNA. Analizie poddano region pomiedzy genem kodujagcym pod-
jednostke chloroplastowej karboksylazy rybulozo-1,5-bifosforanu (rbcL) a otwartg
ramka odczytu 106 (ORF 106). Reakcje PCR przeprowadzono wg metodyki Sulisty-
aningsih i in. (10). Uzyskane produkty amplifikacji DNA poddano trawieniu wykorzy-
stujac enzym restrykcyjny Alu |, a nastepnie przeprowadzono elektroforeze w 1,5%
zelu agarozowym. W celu wizualizacji, produkty rozdziatu wybarwiono bromkiem
etydyny (EtBr) i pod$wietlano promieniami UV.
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3. Wyniki

Otrzymane wyniki analizy cech morfologicznych, cytologicznych i molekularnych
pozwolity okresli¢ podobienstwo otrzymanych roslin FI do formy matecznej
(A. galanthum) lub do formy ojcowskiej (A. cepa).

3.1. Ocena morfologiczna mieszaricow FI A. galanthum x A. cepa

Na podstawie oceny cech w stadium wegetatywnym wykazano, ze ro$liny mieszan-
cowe FlI wyksztatcaty jedng lub dwie cebule przybyszowe, podobnie jak forma ojcow-
ska A. cepa, ktéra tworzylta tylko jedna cebule. Wieloletnie rosliny Allium galanthum po-
siadaty od dwdch do kilku cebul przybyszowych. Podczas oceny ulistnienia wykazano,
ze rosliny FI posiadaty podobnie jak forma ojcowska Srednio 5 lisci na todydze rzeko-
mej. Natomiast rosliny A. galanthum byty znacznie stabiej ulistnione i miaty przecietnie
od 2 do 3 lisci/rosline (tab. 1). Dtugos¢ trzech pierwszych lisci mieszancéow Fl byta
wieksza niz u form rodzicielskich, ale ich szerokos¢ byfa zblizona do A. cepa. Rosliny
A. galanthum mialy znacznie wezsze liscie (tab. 2). Rosliny FI charakteryzowaty sie
dtuzsza (Srednio 19,5 cm) todyga rzekomag w poréwnaniu do obu form rodzicielskich.
Natomiast pod wzgledem grubosci Jrod,ygi rzekomej rosliny mieszancowe Fl byty po-
dobne do formy ojcowskiej A. cepa. Srednica todygi rzekomej u A. galanthum byta
mniejsza i nie przekraczata | cm (tab. 3).

Tabela 1

Liczba cebul przybyszowych (szt.) oraz liczba lisci na todydze rzekomej (szt.) u mieszaicéw FI (M. galanthum
X A. cepa) oraz form rodzicielskich

Liczba cebul przybyszowych Liczba lisci
Obiekt
Srednia V% Srednia V%
Allium galanthum 24 a 58,2 24 a 52,9
Allium cepa 10 b 0,0 48 b 36,7
$rednio dla FI 13 b 38,1 52 b 26,6

Jednakowe litery w kolumnie oznaczaja brak istotnych réznic miedzy badanymi obiektami przy p = 0,05.

Tabela 2

Dlugos¢ oraz $rednica (cm) trzech pierwszych lisci u mieszancéw FI (z. galanthum x A. cepa) oraz form
rodzicielskich

. Dhugos¢ trzech pierwszych lisci Srednica trzech pierwszych lisci
ovteke Srednia V% Srednia V%
2 3 4 5
Allium galanthum 20,2 a 53,0 06 a 37,7
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1 2 3 4 S
Allium cepa 313 a 22,4 12 b 175
$rednio dla FI 454 b 19,1 10h 9,4

Jednakowe litery w kolumnie oznaczajg brak istotnych réznic migdzy badanymi obiektami przy p = 0,05.

Tabela 3

Dhugos¢ oraz $rednica (cm) todygi rzekomej u mieszaricéw FI (A. galanthum x A. cepa) oraz form rodzi-
cielskich

Dtugo$¢ todygi rzekomej Srednica fodygi rzekomej
Obiekt
Srednia V% Srednia V%
Allium galanthum 93 a 31,8 08 a 76,7
Allium cepa 12,7 a 28,4 12 b 22,7
Srednio dla FI 195 b 27,5 13 b 14,7

Jednakowe litery w kolumnie oznaczajg brak istotnych réznic miedzy badanymi obiektami przy p = 0,05-

Na podstawie oceny organéw generatywnych wykazano, ze rosliny mieszancowe
FI wyksztatcaty zazwyczaj pojedyncze pedy kwiatostanowe. Natomiast rosliny ro-
dzicielskie A. galanthum i A. cepa wytwarzaty Srednio po dwa pedy kwiatostanowe,
w nielicznych przypadkach ich liczba byta wyzsza (5-6 sztuk). Dtugos¢ pedow kwia-
tostanowych pokolenia FI oraz form rodzicielskich nie réznita sie od siebie (tab. 4).
Wielkos¢ kwiatostanow oceniano w stadium zamknietym, przed otwarciem ostony
pergaminowej. Najwieksze gtdwki kwiatostanowe (wysoko$¢ 2,7 cm; Srednica
2,8 cm) posiadaty rosliny/\. cepa. Otrzymane mieszance Fl pod wzgledem tych cech
byly bardziej zblizone do ro$lin matecznych A. galanthum i charakteryzowaly sie
mniejszymi gtdwkami kwiatostanowymi (tab. 5).

Tabela 4

Liczba (szt.) oraz dtugos¢ (cm) pedéw kwiatostanowych u mieszaricow FI (A. galanthum \ A. cepa) oraz
form rodzicielskich

) Liczba pedéw kwiatostanowych Dtugos¢ pedéw kwiatostanowych
obieit $rednia V% $rednia V%
Allium galanthum 18 ab 53,4 541 a 19,6
Allium cepa 23 a 478 46,3 a 45,2
$rednio dla FI 13 b 371 538 a 30,9

Jednakowe litery w kolumnie oznaczajg brak istotnych r6znic miedzy badanymi obiektami przy p = 0,05.
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Tabela 5

Wysokos¢ oraz $rednica (cm) gtowki kwiatostanowej u mieszancoéw FI (/I. galanthum x A. cepa) oraz
form rodzicielskich

) Wysoko$¢ gtowki kwiatostanowej Srednica gtowki kwiatostanowej

onteke Srednia V% Srednia V%
Allium galanthum 19 b 30,5 19 b 50,0
Allium cepa 27 a 28,1 28 a 345
Srednio dla FI 14b 24,0 13 b 328

Jednakowe litery w kolumnie oznaczajg brak istotnych réznic miedzy badanymi obiektami przy p = 0,05.

W wyniku oceny zmiennosci badanych cech morfologicznych (tab. 1-5) zaréwno or-
ganéw wegetatywnych jak i generatywnych roslin FI oraz/l. cepa wykazano, ze charak-
teryzowaly sie one na og6t niska lub $rednig zmiennoscia (V do 50%). Wyraznie wyzsza
zmienno$¢ ocenianych cech stwierdzono u roslin dzikiego gatunku A. galanthuni.

3.2. Ocena cytologiczna mieszancéw FI {A. galanthum x A. cepa) oraz form
rodzicielskich

Zywotno$é pytku roslin kontrolnych A. galanthum oraz A. cepa byta wysoka i wy-
nosita odpowiednio 83,5 i 89,4% (tab. 6). Natomiast zywotnos¢ pytku mieszancow
FI byta bardzo obnizona i wynosita $rednio 14%. Obserwowano zaleznos¢ zywotno-
§ci pytku roslin mieszaricowych od linii ojcowskiej. Wérdd dziewieciu mieszancéw
FI pochodzacych z kombinacji krzyzowkowej A. galanthum x linia AG, cztery miaty
pytek catkowicie sterylny, a pie¢ o obnizonej zywotnosci, nie przekraczajacej 46%.
Natomiast 6 roslin FI pochodzacych z kombinacji krzyzowarn/!, galanthum x linia DO
posiadato pytek catkowicie sterylny. Oznacza to, ze 70% otrzymanych mieszancéw
FI nie tworzyto zywotnych ziaren pyiku.

Tabela 6

Zywotnosé pytku (%) roslin mieszancowych FI {A. galanthum \ A. cepa) oraz form rodzicielskich

(%) rodlin z pytkiem: Zywotno$¢ pytku
Obiekt . )
0 150 70-99 Srednia  23KTes zmienno
sci
Allium galanthum 0,0 0,0 100,0 83,5 72,0-97,3
Allium cepa 0,0 0,0 100,0 89,4 70,3-99,0
A. galanthum \ AG 40,0 60,0 0,0 16,9 0,0-46,0
A. galanthum x DO 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
$rednio dla FI 70,0 30,0 0,0 14,1 0,0-46,0

BIOTECHNOLOGIA 2 (89) 146-155 2010 151



Agnieszka Kietkowska, Adela Adamus

Ze wzgledu na niskg zywotnos¢ pytku roslin mieszancowych Fl, przeprowadzo-
no ocene zaburzen w przebiegu podziatdw mejotycznych i stadium tetrad mikro-
spor. Nie obserwowano znaczacej liczby zaburzenn w mejozie zaréwno u roslin kon-
trolnych Jak i mieszancowych FI. U galanthum przebieg podziatéw byt pra-
widlowy. U formy ojcowskiej A. cepa obserwowano tylko nieliczne chromosomy
opo6znione lub wyeliminowane ($rednio 0,9 komorek). U mieszancéw FI chromo-
somy opéznione i wyeliminowane pojawialy sie z czestotliwoscig 0,1, a mosty
chromatynowe 0,02% (tab. 7).

Tabela 7

Zaburzenia przebiegu mejozy u mieszaricow FI {A. galanthum i A. cepa) i form rodzicielskich

Zaburzenia procesu mejozy (%)

Obiekt Liczba badanych komorek chromosomy opéznione
; e mosty
i wyeliminowane
Allium galanthum 592 0,0 0,0
Allium cepa 430 0,9 0,0
A. galanthum x AG 854 0,2 0,05
A. galanthum x DO 598 0,0 0,0
$rednio dla FI 01 0,02

Znacznie wiecej nieprawidtowosci stwierdzono w trakcie tworzenia sie tetrad
mikrospor (tab. 8). Obserwowano diady, ktére nie ulegaty kolejnym podziatom, lecz
rozpoczynaty plazmolize, prowadzaca w efekcie do ich degeneracji, lub dzielity sie
nieprawidtowo wytwarzajac triady. Tego typu zaburzen najwiecej, bo 22%, wystepo-
wato u rodlin mieszanicowych FI. U roslin/t. cepa zmian takich byto tylko 6%. Oprécz
degenerujacych diad, w badanym materiale obserwowano takze degenerujace tetra-
dy, z czestotliwoscig 1% u mieszarncow Fl i 0,2% u A. cepa. Natomiast u A. galanthum,
podobnie jak w mejozie, nie obserwowano takze nieprawidtowosci na etapie two-
rzenia tetrad mikrospor.

Tabela 8

Zaburzenia w stadium tetrad mikrospor u mieszaficéow FI (A. galanthum i A. cepa) i form rodzicielskich

Zaburzenia w stadium tetrad

Obiekt Liczba badanych komérek (%) Degenerujace:
diady, triady tetrady
2 3 4
Allium galanthum 400 0,0 0,0
Allium cepa 573 6,3 0,2
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! 2 3 4

A. galmihum x AG 597 42,0 2,2
A. galcpithum x DO 257 19 0,0
$rednio dla FI 21,9 11

3.3 Analiza molekularna pokolenia FI

Objeto nig rosliny mieszancowe Fl {A. galantimm xA. cepa) oraz rosliny rodziciel-
skie A. galantimm i A. cepa. Na podstawie analizy PCR-RFLP chloroplastowego DNA
wykazano, ze rosliny A. galantimm posiadaty specyficzny prazek o wielkosci 850 bp,
podczas gdy forma ojcowska A. cepa charakteryzowata sie obecnoscig prazka o wiel-
kosci 1200 bp (ryc. 1). Analizujac profile restrykcyjne badanych roslin pokolenia Fl,
u wszystkich stwierdzono obecnos$¢ fragmentu chloroplastowego DNA o wielkosci
850 bp, pochodzgcego od formy matecznej.

4. Dyskusja

w przeprowadzonej ocenie cech morfologicznych mieszancéw Fl A. galantimm
x A. cepa, wykazano, ze pod wzgledem czterech cech (dtugos¢ lisci i todygi rzekomej
oraz dtugos¢ i szerokosc gtoéwki kwiatostanowej) przypominaty one rosliny matecz-
ne A. galantimm. Cechy takie jak: liczba wytwarzanych cebul przybyszowych, liczba
lisci i ich Srednica oraz Srednica todygi rzekomej upodabniaty mieszance FI do for-
my ojcowskiej. Natomiast dtugos¢ todygi rzekomej roéliny FI mialy znacznie wiek-
szg, a liczba pedéw kwiatostanowych byta u nich cecha posrednig w poréwnaniu
z formami rodzicielskimi. W literaturze ostatnich pietnastu lat brak jest doniesien

1200 bp
850 bp

éciezki 1-5 - A. galanthum, 6-10 - A. cepa, 11-20 - FI, Ml - 100 bp DNA Ladder, M2 - 1 kb
DNA Ladder

Ryc. 1. Profil restrykcyjny trawienia enzymem Alu | produktéw PCR uzyskanych dla A. cepa, A. galanthum
oraz roslin pokolenia FI (A galanthum x A. cepa) za pomoca pary starteréw rbcL i ORF 106.
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na temat oceny morfologii mieszaricow miedzygatunkowych A. galantluim xA. cepa.
W literaturze donosi sie 0 uzyskaniu mieszancow FI po krzyzowaniu A. galanthum
z cebulg zwyczajng (3), oraz w kierunku przeciwnym, tzn. gdy A. galanthum uzyto
jako formy ojcowskiej (6), lecz badania skupiajg sie na ocenie zywotnosci pytku oraz
wigoru pojedynczych nasion uzyskanych z krzyzowan. Dostepne sg natomiast ra-
porty na temat oceny wielkosci i pokroju mieszancow Fl uzyskanych z innych krzy-
zowan oddalonych w rodzaju Allium. Autorzy donosza, ze pod wzgledem pewnych
cech rosliny mieszancowe przypominaty forme mateczna lub ojcowska, a niektore
cechy mieszancéw przyjmowaty wartosci posrednie w poréwnaniu z gatunkami ro-
dzicielskimi (11,12). Yanagino i wsp. (13) przeprowadzili szczeg6towa ocene morfo-
togii mieszancow FI A. ampeloprasum \A. sativum. Na podstawie wynikow badan wy-
kazano, ze pod wzgledem wielkosci, pokroju oraz budowy kwiatostanu rosliny mie-
szancowe zblizone byly do formy matecznej, natomiast cechy dotyczace cebul byty
posrednie miedzy formami rodzicielskimi. Podobne rezultaty otrzymali Oshumi
i wsp. (14) u potomstwa z krzyzowania cebuli i czosnku. Wielko$¢ i ksztatt cebul byt
zblizony do formy matecznej, purpurowe zabarwienie nasady pedu mieszancow Fl
upodabniaty je do czosnku, natomiast parametry lisci bylty posrednie w stosunku do
roélin rodzicielskich.

W przeprowadzonej ocenie zywotnosci pytku wykazano, ze otrzymane mieszanh-
ce miaty obnizong zywotnosé pytku, lub byty catkowicie steryine. Podobne wyniki
odnotowano w badaniach, gdzie cytoptazme galanthum wprowadzano do cebuli
siedmiolatki (A. fistulosum) (15,16) tub szalotki (A. cepa L aggregatum) (17). Obnize-
nie zywotnosci pytku u roslin mieszaficowych obserwowano réwniez u potomstwa
z krzyzowan A. cepa i A. galanthum (6,18).

W przedstawionej pracy, w mejocytach roslin rodzicielskich A. galanthum
i A. cepa nie odnotowano znaczacych zaburzeh podczas podziatow, a obserwowany
w stadium tetrad mikrospor niski procent nieprawidtowosci znalazt potwierdzenie
w wysokiej zywotnosci pytku obu form. U roslin mieszancowych obserwowano nie-
wielki stopien zaburzen procesu mejozy, ale degenerujgce diady i tetrady moga by¢
przyczyna obnizonej zywotnosci pytku. Catkowita sterylno$é pytku obserwowana
u 70™ mieszancow Fl pozwala przypuszczaé, ze jej powodem sg nieprawidtowosci
w dalszych etapach formowania ziaren pyiku.

Na podstawie analizy RFLP wykazano, ze wszystkie rosliny FI otrzymane z krzy-
zowania A. galanthum x A. cepa posiadaty taki sam wzor pragzkowy chloroplastowego
DNA jak A. galanthum, co wskazuje na mateczny typ dziedziczenia cytoplazmy. Po-
nadto w badaniach tych wskazuje sie, ze cytop\azma galanthum powoduje catkowitg
tub czesciowa meska bezptodnosé roslin Fl, u ktérych formg ojcowska byty rosliny
A. cepa. Ocena dalszych pokolen z krzyzowan wstecznych pozwoli oceni¢ przydat-
no$¢ otrzymanego materiatu jako Zrodta cechy CMS.

Badania cze$ciowo sfinansowane z tematu zleconego przez MRIRW.
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