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Nowa meskosterylna linia Nicotiana tabacum L.
z cytoplazma N. wuttkei Clarkson et Symon

The new alloplasmic Nicotiana tabacum L. line with Nicotiana wuttkei Clarkson
et Symon cytoplasm

Meska sterylnosé, spowodowana interakcja migdzy genomami: jadrowym i cytoplazmatycznym,
pochodzacymi od dwdch réznych gatunkow, jest wykorzystywana w hodowli mieszancow Fi tytoniu.
Nowa lini¢ meskosterylng tytoniu szlachetnego otrzymano w wyniku wprowadzenia jadra N.tabacum
odmiany Wislica (2n = 48) do cytoplazmy dzikiego gatunku Nicotiana wuttkei Clarkson et Symon (2n
= 32), odkrytego w 1984 roku w Australii. Mieszancem wyjSciowym byl otrzymany wczesniej
amphidiploid N.wuttkei x N.tabacum (2n=80). W pierwszym etapie otrzymano forme
seskwidiploidalng (2n=64), wytwarzajaca pytek o ptodnosci od 0% do 40%, ktora w ciagu szesciu
kolejnych pokolen krzyzowano wstecznie z N. tabacum. Rosliny uzyskanej wten sposob linii
alloplazmatycznej N.tabacum odmiany Wislica z cytoplazmg N. wuttkei byly catkowicie mesko-
sterylne, lecz zachowaly pelna ptodnos$¢ zenska. Stwierdzono modyfikacje morfologiczne organdéw
kwiatowych takie jak: postrzgpiona korona kwiatowa, wystajacy stupek oraz brak precikow.
Poréwnano cechy wzrostu i rozwoju formy mgskosterylnej z cytoplazma N. wuttkei i komercyjnie
wykorzystywanych linii alloplazmatycznych tytoniu. Stwierdzono silniejszy ujemny wplyw
cytoplazmy N.wuttkei niz cytoplazm: N. tabacum-mutant, N. bigelovii i N. suaveolens na wysokos¢
ro$lin, liczb¢ 1 wielko$¢ lisci oraz dtugo$¢ okresu do kwitnienia u odpowiednich linii mgskosterylnych
wyprowadzonych z odmiany Wislica.

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna megska sterylnos¢, krzyzowanie miedzygatunkowe, Nicotiana
tabacum, Nicotiana wuttkei, tyton szlachetny

Cytoplasmic-nuclear male sterility (cms) is an important biological tool, which has been used by
plant breeders to produce commercial hybrid cultivars. A new source of cytoplasmic male sterility in
tobacco with interspecific origin is reported. The new wild species Nicotiana wuttkei Clarkson et
Symon (2n = 32), which was discovered in Australia in 1984, is used as the donor of cytoplasm. The
nuclear donor is N.tabacum L. cv. WiSlica (2n = 48). Alloplasmic N.tabacum cv. Wislica cms wuttkei
was developed in a backcrossing program from the amphidiploid N.wuttkei x N.tabacum (2n = 80),
developed in a previous study. In the first step, sesquidiploid plants (2n = 64) were produced, at 0% to
40% pollen germination. Sesquidiploid plants were back-crossed with the N.tabacum cv. Wislica for
six successive generations and an alloplasmic line were obtained. The plants of the alloplasmic line
were male sterile, while their female fertility was normal. The phenotypic effect of N.wuttkei cytoplasm
included ragged corolla, protruding stigma, absence of stamens and modified plant habit. Some growth
and development traits of N.tabacum cv. Wislica cms wuttkei were compared with those of
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commercially exploited tobacco alloplasmic lines. Plants of cms wuttkei were shorter, had fewer and
smaller leaves and flowered later than those of cms fabacum-mutant, cms bigelovii or cms suaveolens.

Key words: cytoplasmic male sterility, interspecific hybridization, Nicotiana tabacum, Nicotiana
wuttkei, tobacco

WSTEP

W Zakladzie Hodowli i Uprawy Roslin Specjalnych I[UNG-PIB w Putawach znajduje
si¢ kolekcja 16 linii alloplazmatycznych tytoniu utworzonych z wykorzystaniem genomu
jadrowego odmiany WiSlica. Linie zcytoplazmg gatunkow: N. amplexicaulis,
N. raimondii, N. knightiana, N. exigua, N. eastii, N. glauca, N. tabacum-mutant otrzymano
w wyniku prac hodowlanych prowadzonych w IUNG (Berbe¢, 1966; Berbe¢, 1974; Berbe¢
i Berbe¢, 1992; Berbe¢ i Doroszewska, 1992). Cytoplazmatyczna meska sterylno$¢ jest
wykorzystywana w hodowli inasiennictwie tytoniu. W zaleznosci od rodzaju obcej
cytoplazmy i jej wplywu na wzrost i rozwoj roslin, poszczegodlne linie alloplazmatyczne
majg r6zng warto$¢ uzytkowa.

Celem pracy bylo wyhodowanie nowej linii mgskosterylnej tytoniu odmiany Wislica
z cytoplazma N. wuttkei, gatunku odkrytego w 1984 roku w Australii (Clarkson i Symon,
1991).

MATERIAL I METODY

Materiatem wyjSciowym byty: otrzymany wczesniej mieszaniec amfidiploidalny
N. wuttkei x N. tabacum odmiana Wislica, zawierajacy po dwa haploidalne genomy
kazdego z tych gatunkéw (WWTT, 2n = 80) (Laskowska, 2004) oraz odmiana N. tabacum
— Wislica (TT, 2n=48). Mieszanca powstatego w wyniku krzyzowania form
wyjsciowych, posiadajacego dwa haploidalne genomy N. tabacum 1ijeden haploidalny
genom N. wuttkei nazywano seskwidiploidem (WTT, 2n = 64).

Krzyzowanie prowadzono w warunkach szklarniowych. Przed zapyleniem kwiaty
kastrowano, a nastgpnie na znamiona shupkéw nanoszono pytek uzyskany z wczesniej
zebranych pylnikow. Okreslano liczbe chromosoméw w komorkach mtodych ptatkow
korony metodg Burns (1964) oraz obliczano liczbg¢ biwalentéw w metafazie I mejozy
w komorkach macierzystych pytku (KMP) (Burns, 1982). Plodnos¢ pytku obliczano jako
procent dojrzatych ziaren barwigcych si¢ acetokarminem. Liczono zapylone kwiaty,
zebrane torebki nasienne, nasiona uzyskane z jednej torebki nasiennej oraz okreslano
zdolnos¢ kietkowania nasion i zywotnos$¢ siewek (jako procent roslin, ktore nie zamieraty
w stadium liscieni).

Lini¢ meskosterylng N. tabacum cms wuttkei pokolenia BCs poréwnano w warunkach
polowych zliniami cms suaveolens, cms tabacum-mutant i cms bigelovii oraz ptodng
odmiang N. tabacum — Wislica pod wzgledem wysokosci roslin, liczby lisci, powierzchni
liscia srodkowego oraz poczatku kwitnienia roslin. Rosliny rosty w rozstawie 90 x 40 cm,
na poletkach o powierzchni 18,8 m?, w dwoch powtorzeniach. Zastosowano standardowa
agrotechnik¢ opracowang dla tytoniu typu Virginia. Do pomiardéw i obserwacji wybierano
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losowo po 10 roslin z kazdego poletka. Powierzchnig liscia srodkowego podawano wedtug
wzoru: dlugos¢ liscia x szerokos¢ liscia x 0,6345 (Suggs i in., 1960).

Wyniki obserwacji i pomiardOw opracowano statystycznie, przeprowadzajgc analize
wariancji przy poziomie ufnosci o = 0,05. Grupy jednorodne wyznaczono w oparciu o test
Duncana.

WYNIKI

Rosliny amfidiploidalne skrzyzowano z odmiang N.tabacum — Wislica i otrzymano 29
roslin seskwidiploidalnych, z ktorych wickszo$¢ miata 64 chromosomy w komorkach
somatycznych, jedynie u 4 roslin stwierdzono obecno$¢ 62 chromosomow. Plodnos¢ pytku
ro$lin seskwidiploidalnych wynosita od 0 do blisko 40% (tab. 1).

Tabela 1
Cytologia seskwidiploida N. wuttkei x N. tabacum oraz krzyzowan wstecznych
Cytology of N. wuttkei X N. tabacum sesquidiploid and postsesquidiploid generations
. . Liczba . Srednia liczba
Liczba badanych | Liczba badanych chromosomow biwalentéw na Plodnogé pyiku
Pokolenie roslin KMP w komorkach Komébrk % )py
Generation No. of plants No. of PMCs somatycznych Mean biva?ent Pollen viaobili %)
examined examined No. of somatic number ty (%
chromosomes
Seskwidiploid 29 104 62-64 23,8 0,0-38,6
Sesquidiploid
brak pytku
BC 20 _ 4854 - lack of pollen
brak pytku
BG, 20 7 4850 7 lack of pollen

Rosliny seskwidiploidalne byty samo-sterylne, lecz cz¢$¢ z nich byta zdolna do wigzania
nasion po zapylaniu Wislica. Ich cecha charakterystyczng byla niska zdolno$¢ kietkowania
nasion i slaba zywotno$¢ siewek, a takze bardzo mata $rednia liczba nasion w jednej
torebce nasiennej, ktora jednak wzrastata w pokoleniach z krzyzowan wstecznych (tab. 2).

Tabela 2
Zywotno$é i plodnosé seskwidiploida N. wuttkei x x N. tabacum oraz krzyzowan wstecznych
Viability and fertility of N. wuttkei x N. tabacum sesquidiploid and postsesquidiploid generations

Zdolnos¢ kietkowania

Zywotnoéé siewek (%)

Zebrane torebki

Srednia liczba nasion w

Pokolenie nasion (%) . nasienne (%) 1 torebce nasiennej
. S Seedlings
Generation Seed germination viability (%) Seed capsules collected| Mean no. of seeds per
capacity (%) ye (%) capsule
Seskwidiploid
Sesquidiploid 29,7 10,2 32,8 15,7
BC, 42,3 12,8 36,8 58,9
BC, 51,3 41,1 62,4 119,6
BCs 98,0 100,0 90,0 2500,0
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Rys. 1. Budowa kwiatu N. tabacum cv. Wislica (a) i kwiatow roslin pokolenia BC1 (b-g)
Fig. 1. Flower structure of N. tabacum cv. Wislica (a) and the flowers of BCi generation plants (b-g)
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Rys. 2. Budowa kwiatu linii N. tabacum cv. Wislica cms wuttkei BCs (u gory) w poréwnaniu z budowa
kwiatu plodnej odmiany Wislica (u dohu)
Fig. 2. Flower structure of N. tabacum cv. Wislica cms wuttkei BCg line (at the top) in comparison with
fertile cultivar Wislica (at the bottom)
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Zapylanie formy seskwidiploidalnej pytkiem odmiany Wislica pozwolito otrzymac rosliny
pokolenia BC;, zawierajace w komorkach somatycznych od 48 do 54 chromosomow (tab.
1). Rosliny pokolenia BC; byly bardzo zréznicowane pod wzgledem morfologicznym.
Charakterystyczne byly modyfikacje w budowie kwiatu, w tym ro6zne rodzaje degradacji
precikow, prowadzace do meskiej nieptodnosci (rys. 1). W wyniku dalszych pigciu
krzyzowan wstecznych z N. tabacum 1irygorystycznej selekcji wedlug typu rodzica
wypierajgcego otrzymano ustalong lini¢ alloplazmatyczng zcytoplazmg N. wuttkei
ipelnym genomem jadrowym N.tabacum odmiany Wislica, charakteryzujaca sie
catkowitym brakiem pylnikow oraz postrzgpiona, lekko skrocong korong kwiatowsa (rys.
2).

Linia N. tabacum cms wuttkei w porownaniu do odmiany wyj$ciowej Wislica oraz
komercyjnie wykorzystywanych linii meskosterylnych z cytoplazma N. tabacum-mutant,
N. bigelovii i N. suaveolens charakteryzowala si¢ nizszym wzrostem, mniejsza liczbg lisci
0 mniejszej powierzchni oraz poézniejszym zakwitaniem (tab. 3). Roznice te nie byty istotne
jedynie w porownaniu do linii cms suaveolens dla powierzchni liscia $srodkowego oraz
w poréwnaniu do linii cms tabacum-mutant i cms suaveolens dla liczby dni do kwitnienia.

Tabela 3
Niektore cechy wzrostu i rozwoju odmiany N. tabacum cv. WiSlica i jej izogenicznych analogéw z
cytoplazmg N. wuttkei, N. tabacum-mutant, N. bigelovii i N. suaveolens. Miedzy wartoSciami
oznaczonymi tymi samymi literami brak istotnych réznic
Some growth and development features of N. tabacum cv. WiSlica cultivar and its iso-genomic
counterpats with N. wuttkei, N.tabacum-mutant, N. bigelovii and N. suaveolens cytoplasm. Values that
share the same superscript are not significantly different

Genotyp Wysokos¢ roslin (cm) Liczba lisci I;(r)zvdfzsggéa(lcl;?; Lif;?;irgiso
Genotype Plant high (cm) Leaf number Leaf arca (cm?) Days to flower
mf 199,3% 24,40 1180,1¢ 78
cms wuttkei 160,3* 19,5% 940,6* 95¢
cms tabacum (mut.) 197,0° 22,9° 1172,2% 91¢
cms bigelovii 205,7¢ 23,6° 1079,5% 821
cms suaveolens 199,1% 23.9° 1043,1% 88be
NIR@=0,5)
LSDu 005, 7,55 1,75 136,48 8,09
DYSKUSJA

W pierwszym etapie prac hodowlanych, w wyniku zapylania amfidiploida N. wuttkei x
N.tabacum pytkiem odmiany uprawnej Wislica, powstal mieszaniec seskwidiploidalny.
Wedhug terminologii podanej przez Goodspeeda (1954) oraz Chaplina i Manna (1961)
okreslenia seskwidiploid uzywa si¢ dla mieszancow Nicotiana zawierajacych dwa
haploidalne genomy N.tabacum i jeden gatunku dzikiego. Mieszaniec seskwidiploidalny
gatunkow N. wuttkei 1 N. tabacum odmiany Wislica zawieratl cytoplazme N. wuttkei
i prawdopodobnie okoto 75% materiatu genetycznego N. tabacum. Zapylanie wsteczne
formy seskwidiploidalnej pytkiem N. tabacum odmiany Wislica prowadzito do powstania
ros§lin pokolenia BC;, charakteryzujacych si¢ rozszczepieniem cech morfologicznych
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i r6znym rodzajem deformacji w budowie korony kwiatowej oraz pylnikow. Zréznico-
wanie roslin pokolenia BC; bylo spowodowane r6zng liczbg chromosoméw w komorkach
somatycznych poszczegdlnych roslin, atakze zakloceniami powodowanymi przez
polaczenie cytoplazmy N. wuttkei z czynnikami jadrowymi o przewadze chromosomow
N. tabacum odmiany Wislica.

Dalsze krzyzowanie wsteczne z N. tabacum dato w rezultacie lini¢ alloplazmatyczna
z cytoplazma N. wuttkei ijgdrowymi czynnikami genetycznymi N. tabacum, o dosé
charakterystycznej modyfikacji kwiatow. U form alloplazmatycznych tytoniu najwicksze
zmiany w budowie kwiatu dotycza zwykle precikow, ktore moga by¢ catkowicie
zredukowane, przeksztalcone w twory ptatkowate lub stupkowate lub mie¢ skrocone nitki.
Stupek rzadziej podlega modyfikacjom, zmiany polegaja najczesciej na skroceniu shupka,
czasem wystepuje stasmienie lub wielokrotne znamiona stupka. Najwieksza modyfikacja
korony kwiatowej bywa jej skrocenie, ktore powoduje, ze stlupek wystaje ponad korong
(Nikova i Tsikov, 1976; Gerstel, 1980; Berbe¢, 2001; Berbe¢ i Laskowska, 2005). U linii
cms wuttkei wystepuje catkowity brak precikow, podobnie jak w przypadku opisywanych
w powyzszych pracach linii m¢skosterylnych z cytoplazma N. tabacum-mutant, N. glauca,
N. suaveolens, N. bigelovii, N. megalosiphon, N.undulata, N. debneyi. Shupek jest
normalny, podobnie jak u wigkszos$ci alloplazmikow tytoniu. Do$¢ nietypowa postrzepiona
korona kwiatowa, charakterystyczna dla linii cms wuttkei, wystepuje takze u kombinacji
z cytoplazma N. debneyi (Sand, 1968).

Otrzymana cytoplazmatyczna meska sterylno$¢, uwarunkowana oddziatywaniem
cytoplazmy N. wuttkei, dziedziczy si¢ w linii matecznej, niezaleznie od uzytej formy
ojcowskiej, a w zaawansowanych pokoleniach z krzyzowan wypierajacych nie wystepuje
segregacja na rosliny mesko sterylne i mgskoptodne.

Zmniejszenie powierzchni i liczby lisci oraz mniejsza wysoko$¢ roslin sg najczestszymi
efektami wptywu obcej cytoplazmy na wzrost i rozwoj linii alloplazmatycznych tytoniu
(Chaplin, 1964; Legg i in., 1974; Berbe¢ i Laskowska, 2004; Berbe¢ i Laskowska, 2005).
Poniewaz rosliny alloplazmatycznego anologa odmiany Wislica z cytoplazma N. wuttkei
byly nizsze, zakwitaty pdzniej i miaty liScie o mniejszych wymiarach w poréwnaniu do
ro$lin wyjsciowej odmiany ptodnej, linia ta prawdopodobnie nie b¢dzie miata zastosowania
w komercyjnej produkcji mieszancéw F; tytoniu.

WNIOSKI

1. Linie meskosterylne N. tabacum odmiany WiSlica z cytoplazma N. wuttkei mozna
uzyska¢ w wyniku wielokrotnego krzyzowania wstecznego amfidiploidalnej formy
N. wuttkei x N. tabacum cv. WiSlica z N. tabacum cv. WiSlica.

2. Cytoplazmatyczna meska sterylno$¢ uwarunkowana oddzialywaniem cytoplazmy
N. wuttkei dziedziczy si¢ w linii matecznej, niezaleznie od uzytej formy ojcowskiej, a
w zaawansowanych pokoleniach z krzyzowan wypierajacych nie wystepuje segregacja
na ro$liny mesko-sterylne i mesko-ptodne.

3. Poréwnujac linie meskosterylne wyprowadzone zodmiany Wislica, stwierdzono
silniejszy ujemny wplyw cytoplazmy N. wuttkei niz cytoplazm: N. tabacum-mutant,
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N. bigelovii i N. suaveolens na wysoko$¢ roslin, liczbe i wielkos$¢ lisci oraz dtugosé
okresu do kwitnienia.
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