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Wstep

Mieszafice miedzyrodzajowe uzyskane z krzyzowania tetraploidalnych form
zycicy wielokwiatowe]j (Lolium multiflorum LaM., 2n = 4x = 28) i kostrzewy tako-
wej (Festuca pratensis Hups., 2n = 4x = 28) lacza w swoich genotypach wicle
komplementarnych cech uzytkowych, m.in. jako$¢ zycicy i odporno$¢ na stresy
abiotyczne kostrzewy. Z tego typu mieszaiicédw amfidiploidalnych wytworzono w
Europie szereg odmian uprawnych, okre§lanych nazwa Festulolium braunii (K.
Richter) A. Camus; w Polsce wyhodowano trzy odmiany Festulolium — Felopa,
Sulino 1 Rakopan. Analizy struktury genomowej przeprowadzone u tych odmian
(reprezentujacych pokolenie Fy) wykazaly, ze chromosomy L. multiflorum i
E pratensis sa prawie calkowicie wymieszane i ekwiwalentne genetycznie, dlatego
cata pula genowa obu gatunkéw moze by¢ dostgpna do manipulacji [ZWIERZYKO-
WSKI i in. 1998b].

Wykorzystanie androgenezy u oddalonych mieszaficéw kompleksu Lolium-
Festuca umozliwia powstanie genotypéw o nowych kombinacjach gendéw, ktérych
nic mozna uzyskaé przy zastosowaniu konwencjonalnych metod hodowlanych.
Wydajny system produkcji haploiddw (polihaploidéw) moze przyspieszy¢ proces
hodowli mieszaficow miedzyrodzajowych Lolium-Festuca. W ostatnich latach
opracowano efektywne procedury kultur pylnikowych dla regeneracji duzych po-
pulacji ro§lin androgenicznych i zréznicowanych genotypéw z mieszancéw pocho-
dzacych z dwdch kombinacji krzyzowan: L. multiflorum (4x) X F. arundinacea
(6x) [HUMPHREYS i in. 1997, 1998; ZWIERZYKOWSKI i in. 1998a, 1999; ZARE i in. 1999] i
F pratensis (4x) X L. multiflorum (4x) oraz powstatych z nich odmian Festulolium
[OHNOUTKOVA i in. 1997; PONITKA i in. 1998; LESNIEWSKA i in. 2001].

Celem prezentowanej pracy byto: (1) uzyskanie roslin haploidalnych poprzez
kultury pylnikowe, zaré6wno z roélin pokolenia F, mieszafica L. multiforum (2n =
4x = 28) x F pratensis (2n = 4x = 28) jak i z pochodzacej z tego mieszafca
odmiany hodowlanej Rakopan, (2) okreslenie liczby chromosoméw i plodnosci
meskiej u otrzymanych ro§lin androgenicznych. Wyniki badan dotyczace mieszaf-
cé6w F, i odmiany Rakopan poréwnano z danymi uzyskanymi wczesniej dla dwéch
innych odmian Festulolium — Felopa 1 Sulino [PONITKA i in 1998; LESNIEWSKA i in.
2001).
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Material i metody

Material do badaf stanowilo 11 roflin pokolenia F, oraz 17 rodlin odmiany
Rakopan. Z wybranych ro§lin rosnacych w warunkach szklarniowych $cinano
kwiatostany i umieszczano je w roztworze makro- i mikroelementéw wg pozywki
N6 [CHU i in. 1975], przez 3-6 dni w temp. 4°C. Pylniki w stadium jednojadrowych
ziaren pylku wykladano na pozywke indukcyjna PII [CHUANG i in. 1978] z dodat-
kiem kwasu 2,4-dwuchlorofenoksyoctowego 0,5 mg-dm= i maltozy 90 g-dm-3. Kul-
tury inkubowano w ciemnos$ci w temp. 30°C. Rozwijajace si¢ z mikrospor zarodki
androgeniczne i/lub kalus przenoszono na pozywke regeneracyjng 190-2 [ZHUANG,
J1A 1983] 1 hodowano na $wietle (16 godz. na dobg) w temp. 22°C. Zrcgencrowane
zielone rosliny androgeniczne wysadzano do doniczek z ziemig i po okresie aklima-
tyzacji przenoszono do szklarni.

Liczbg chromosoméw rolin androgenicznych analizowano w komérkach
stozkéw wzrostu korzeni stosujac standardowe procedury utrwalania 1 barwienia
chromosoméw [ZWIERZYKOWSKI, RYBCZYNSKI 1998].

W okresie kwitnienia ro§lin androgenicznych prowadzono obserwacje peka-
nia pylnikéw. U roélin z pgkajacymi pylnikami okre§lano procent zywotnodci
ziarn pylku po ich wybarwieniu w mieszaninic acctokarminu i gliceryny (1 : 1).

Wyniki i dyskusja

Na pozywke¢ indukcyjng PII wylozono ogétem 8299 pylnikéw z 11 roslin F,
i 18001 pylnikéw z 17 roélin odmiany Rakopan. Z pylnikéw pochodzacych z sied-
miu roélin F, i trzynastu rodlin odm. Rakopan rozwijaly si¢ zarodki androgenicz-
ne i/lub kalus. Frekwencja formowania zarodkéw/kaluséw w zalcznoéci od geno-
typu osiagata warto$ci od 1,6 do 84,5 na 100 pylnikéw — u mieszancéw F, 1 od 0,4
do 155,5 na 100 pylnikéw ~ u odmiany Rakopan (tab. 11 2).

Efektywno$¢ regeneracji roslin androgenicznych z badanych genotypdéw byta
bardzo zréznicowana. U mieszancéw F; obserwowano od 0 do 15 (Srcdnio 2,6)
ro§lin zielonych i od 0 do 45 (Srednio 9.,5) rodlin albinotycznych na 100 wylozo-
nych pylnikéw, natomiast u odmiany Rakopan - od 0 do 13 (Srednio 1,4) roslin
zielonych i od 0 do 44 (Srednio 7,7) rolin albinotycznych na 100 pylnikéw.
Ogétem z mieszancéw F, uzyskano 219, a z odmiany Rakopan - 245 ziclonych
ro$lin androgenicznych. Pordwnujac wyniki androgenezy z mieszancéw F, i
odmiany Rakopan z wynikami otrzymanymi dla odmian Felopa i Sulino [PONITKA
i in. 1998; LESNIEWSKA i in. 2001] nie stwierdzono istotnej réznicy ani w czgstosci
formowania androgenicznych zarodkdw i/lub kaluséw ani w efcktywnosci regene-
racji ro§lin zielonych i albinotycznych. W obrgbie czterech grup badanych geno-
typdw wyjSciowych, najwigksza frekwencje regeneracji rolin zieclonych (Srednio
11,8 na 100 pylnikéw) stwierdzono u odmiany Sulino, natomiast najmniejszy
udziat roslin albinotycznych (§rednio 5,9 na 100 pylnikéw) — u odmiany Fclopa
(tab. 3).

Iziczbq chromosomoéw okre§lono u 174 roélin androgenicznych pochodza-
cych z mieszaficéw F, i 115 roSlin — z odmiany Rakopan. Wsréd analizowanych
roslin przewazaly 14-chromosomowe dihaploidy — 74,7% u F, 1 83,5% u odmiany
Rakopan, natomiast 28-chromosomowe spontanicznic podwojone haploidy stano-
wily 12,2% — u odmiany Rakopan 1 19,0% — u mieszancow F,. Frekwencja diha-
ploidéw i podwojonych haploidéw u odmian Felopa i Sulino byla podobna
(tab. 4). W obrgbie kazdej grupy roslin androgenicznych wystepowaly nieliczne
ancuploidy.



Wyniki kultur pylnikowych u mieszaticow F, L. multiflorum (4x) X F pratensis (4x)
Results of anther culture in F, hybrids of L. multiflorum (4x) X F. pratensis (4x)

Tabela 1; Table 1

Zarodki androgeniczne/

Rosliny zielone

Rodliny albinotyczne

Liczba kalusy S
Nt roliny wylozonych Androgenic embryos/ealli Green plants Albinotic plants
wyjsciowej pylnikow na 100 na 100 na 100 na 100 na 100
Initial plant no. No. of anthers liczba pylnikéw liczba zarodkéw | pylnikéw liczba zarodkéw pylnikéw
cultured number per 100 number per 100 per 100 [ number per 100 per 100
anthers embryos anthers embryos anthers
F -2 865 0
F -3 1303 92 7,1 1 1,1 0,1 23 25,0 1,8
F, -6 780 659 84,5 121 18,4 15,5 354 53,7 45,4
F, -8 237 11 4.6 0 13 118,2 5,5
F -9 1053 519 493 62 11,9 5,9 230 443 218
F,-17 1438 219 152 13 5,9 0,9 133 60,7 93
F -19 451 14 3,1 15 107,1 33 6 42,9 1,3
F, - 20 492 0
F, -21 291 0
F, - 29 569 0
F, -32 820 13 1,6 7 2333 0,9 27 207,7 33
Ogétem; Total 8299 1527 18,4 219 143 2,6 786 51,5 9,5
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Wyniki kultur pylnikowych u odmiany Festulolium Rakopan
Results of anther culture in Festulolium cv. Rakopan

Tabela 2; Table 2

Liczba

Zarodki androgeniczne/

Rosliny zielone

Roféliny albinotyczne

kalus; g 2
Nr rodliny wg;(l)[z]iok,g;h Androgenic e mybryos fcalli Green plants Albinotic plants
wyjsciowe) No. of na 100 na 100 na 100 na 100 na 100
Initial plant no. anthers liczba pylnikéw liczba zarodkéw pylnikéw liczba zarodkéw pylnikéw
cultured number per 100 number per 100 per 100 number per 100 per 100
anthers embryos anthers embryos anthers
R-1 804 0
R-2 1152 0
R-3 794 12 1,5 0 0
R-5 1110 0
R-6 1073 176 17,9 6 34 0,6 42 23,9 3,9
R-7 1120 6 0,5 0 0
R-38 1130 1313 116,2 53 4,0 4,7 489 37,2 433
R-9 1094 69 6,3 22 31,9 20 72 104,4 6,6
R-10 1633 107 6,6 1 0,9 0,1 10 9.3 0,6
R-11 522 0
R-12 1091 373 342 0 26 7,0 2,4
R-13 1521 6 0,4 0 3 50,0 0,2
R-18 1002 1558 155,5 136 8,7 13,6 447 28,7 44,6
R-20 782 80 10,2 0 13 16,3 1,7
R-22 1068 112 10,5 2 1,8 0,2 58 51,8 54
R-23 950 41 43 0 17 41,5 1,8
R-24 1125 146 13,0 25 17,1 22 202 1384 18,0
Ogdétem; Total 18001 3999 222 245 6,1 14 1379 34,5 7.7
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Tabela 3; Table 3

Efektywno$¢ uzyskiwania roSlin androgenicznych z amfidiploidalnych mieszaficéw F,
(F pratensis X L. multiflorum) i odmian Festulolium - Sulino, Felopa i Rakopan

Effectiveness of androgenic plant production from amphidiploid F, hybrids
(F. pratensis x L. multiflorum) and Festulolium cultivars Sulino, Felopa and Rakopan

Genot l;igzba h Liczba Liczba otrzymanych roslin | Liczba rolin/100 pylnikéw
enotyp wylozonyc zarodkdw No. of plants obtained No. of plants/100 anthers
wyjsciowy pylnikéw No. of
Initial No. of o . . .
gerrll:)tl;]pe anct)heors androgenic | zielonych | albinotycznych | zielonych | albinotycznych
cultured embryos green albinotic green albinotic
F, 8299 1527 219 786 0,1-15,5 1,3-45,4
cv. Sulino 7973 1550 942 687 3,1-589 0,8-32,2
cv. Felopa 10110 5924 188 593 0,2-16,4 0,4-425
cv. Rakopan 18001 3999 245 1379 0,1-13,6 0,6—44,6

Tabela 4; Table 4

Ploidalno$¢ roslin androgenicznych uzyskanych z amfidiploidalnych mieszafncéw F,
(F. pratensis X L. multiflorum) i odmian Festulolium - Sulino, Felopa i Rakopan

Ploidy of androgenic plants obtained from amphidiploid F, hybrids
(F. pratensis X L. multiflorum) and Festulolium cultivars Sulino, Felopa and Rakopan

. . Ploidalno$¢ roslin androgenicznych
Genotyp Liczba roslin Ploidy of androgenic plants
wyj§ciowy badanych - - - -
Initial No. of plants d{hapIO{dy podwojone haplpldy ancuploidys
genotype studied dihaploids doubled haploids aneuploids
(2n = 14) (2n = 28)
F, 174 130 (74,7%) 33 (19,0%) 11
cv. Sulino 529 443 (83,7%) 63 (11,9%) 23
cv. Felopa 115 87 (75,7%) 12 (10,4%) 16
cv. Rakopan 115 96 (83,5%) 14 (12,2%) 5

a) rosliny z liczbg chromosoméw; plants with the chromosome number: 15, 16, 21, 29

W obrebie dihaploidéw 9,0% roslin pochodzacych z odmiany Rakopan i
13,6% - z mieszancéw F, mialo catkowicie badz czg¢dciowo pekajace pylniki,
natomiast wiréd spontanicznie podwojonych haploidéw, pgkajace pylniki obser-
wowano u 67,0% ro$lin powstatych z odm. Rakopan oraz u 84,0% — z mieszan-
céw F,. Wszystkie roéliny androgeniczne z pgkajacymi pylnikami mialy Zzywotne
ziarna pylku, przy czym ich stopien wybarwienia wykazywal duza zmienno¢, od
7,3% do 78,7%.

W populacji roélin androgenicznych pochodzacych z odmian Felopa i Suli-
no okoto 10% roslin, zaréwno spontanicznie podwojonych haploidéw jak i dihap-
loidéw, wykazywalo plodno§¢ meska [LESNIEwsKa i in. 2001]. Plodne dihaploidy
otrzymane na drodze androgenezy z tetraploidainych mieszaricéw F, i odmian
Festulolium nie byly dotad odnotowane w pi§miennictwie §wiatowym.

Diploidalne mieszance pokolenia F, L. multiflorum (2n = 2x = 14) X
F pratensis (2n = 2x = 14), majace w swych zestawach chromosomowych po 7
kompletnych chromosomdéw Lolium 1 Festuca, wykazuja catkowita meska i Zefiska
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sterylno$¢. Natomiast u czgSci 14-chromosomowych dihaploidéw uzyskanych na
drodze androgenezy z tetraploidalnych odmian Fesmlolium (reprezentujacych
pokolenie F;), a takze z rodlin pokolenia F, obserwuje si¢ czgSciowa meska ptod-
no$é. Wstgpne analizy struktury genomowej rolin androgenicznych przy uzyciu
metody genomowej hybrydyzacji in situ wykazaly, ze w zestawach chromosomo-
wych dihaploidéw powstatych z form pokolenia F; zdecydowanie przewazaja
chromosomy translokowane, tj. chromosomy Lolium z fragmentami chromatyny
Festuca i chromosomy Festuca z fragmentami chromatyny Lolium |LESNIEWSKA i
in. 2001}. Prawdopodobnie obecno$é pewnych kompozycji chromatyny jednego i
drugiego gatunku warunkuje czg¢éciowsa plodnosé, za$ innych — stcrylnos$é roslin
dihaploidalnych. Prowadzone s3 badania nad wyjasnieniem genetycznego podtoza
tego zjawiska.

Whioski

1. Opracowane procedury kultur pylnikowych dla mieszancéw oddalonych
kompleksu Lolium-Festuca umozliwiaja wytworzenie stosunkowo duzych
populacji roélin androgenicznych (haploidéw i spontanicznie podwojonych
haploidéw).

2. Androgeneza u amfidiploidalnych odmian hodowlanych Festulolium pocho-
dzacych z mieszancéw L. multifiorum (Zn = 4x = 28) X F pratensis
(2n = 4x = 28) pozwala na tworzenie genotypéw o nowych kombinacjach
gendw, ktérych nie mozna uzyskaé przy zastosowaniu konwencjonalnych
metod hodowlanych.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki dotyczace wykorzystania androgenezy do
produkcji roélin haploidalnych z mieszaficéw pokolenia F, Lolium multiflorum
(2n = 4x = 28) x Festuca pratensis (2n = 4x = 28) i z nowej odmiany Festulo-
lium — Rakopan. Ogétem z mieszaiicéw F, uzyskano 219 zielonych roslin (Srednio
1,4 na 100 pylnikéw), a z odmiany Rakopan —~ 245 roslin (Srednio 2,6 na 100 pyl-
nikéw). Wsréd analizowanych cytologicznie roSlin androgenicznych przewazaly
14-chromosomowe dihaploidy — 74,7% u F, i 83,5% u odm. Rakopan, natomiast
28-chromosomowe spontanicznie podwojone haploidy stanowity: 19,0% - u F, 1
122% - u odm. Rakopan. Cz¢$¢ spontanicznie podwojonych haploidow
(67,0-84,0%) i dihaploidéw (9,0-13,6%) wykazywata plodnoS¢ mesks. Plodne
dihaploidy moga stanowié interesujgcy material wyjsciowy do hodowli traw.
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ANDROGENESIS IN AMPHIDIPLOID F, HYBRIDS
AND CULTIVARS OF Festulolium

Zbigniew Zwierzykowski, Aleksandra Ponitka, Aurelia Slusarkiewicz-Jarzina,
Elzbieta Zwierzykowska, Agnieszka Lesniewska-Bocianowska
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Summary

Paper presents the results of androgenesis from Lolium multiflorum
(2n = 4x = 28) X Festuca pratensis (2n = 4x =28) F, hybrids and from new
Festulolium cultivar Rakopan. Both F, hybrids and cv. Rakopan were amenable
to anther culture. Totally, 219 green androgenic plants (mean 1.4 per 100
anthers) from F, hybrids and 245 plants (mean 2.6 per 100 anthers) from cv.
Rakopan were produced. Among cytologically studied androgenic plants more
frequent were 14-chromosome dihaploids (74.7% in F,, and 83.5% in cv.
Rakopan), whereas 28-chromosome spontaneous doubled haploids amounted of
19.0% in the F, and 12.2% in cv. Rakopan. A part of spontancous doubled
haploids (67.0-84.0%) and dihaploids (9.0-13.6%) were male fertile. Fertile
dihaploids provide the interesting initial material for grass breeding programmes.

Doc. dr hab. Zbigniew Zwierzykowski
Instytut Genetyki Roslin

Polskiej Akademii Nauk

ul. Strzeszyfiska 34

60-479 POZNAN



