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Wstep

Nowoczesne programy hodowlane bazujg na tworzeniu odmian mieszanco-
wych, ktére pod wzgledem wielu cech uzytkowych przewyzszaja odmiany popula-
cyjne. U roélin obcopylnych otrzymywanie homozygotycznych form rodziciclskich
dla odmian F1, poprzez kolejne lata samozapylen trwa bardzo dlugo. Chow
wsobny prowadzi czesto do wystapienia depresji wsobnej, utrudniajacej prace
hodowlane. Skrécenie prac hodowlanych nad nowymi odmianami jest szczegdlnic
wazne w przypadku roslin dwuletnich. Nalezy do nich kapusta, ktdrej znaczenic
gospodarcze w Polsce jest duze. Rosliny o haploidalnej liczbie chromosoméw
mozna otrzymac w kulturach in vitro wykorzystujac procesy androgenezy. Podwo-
jenie liczby chromosoméw u tych roslin pozwala otrzymaé podwojone haploidy
(DH), ktére sg homozygotami pod wzgledem wszystkich par alleli

Mozliwos¢ zastosowania roSlin haploidalnych w hodowli zwigzana jest z
uzyskiwaniem jak najwiekszej ich liczby. W przypadku niskiej efektywnosci metod
haploidyzacji waznym zagadnieniem jest znalezienie genotypéw o wysokiej zdol-
noéci do androgenezy oraz opracowanie metod zwigkszania przezywalnosci za-
rodkéw i ich rozwoju w roéliny.

Materiatl i metody

Badania nad indukgja androgenezy u kapusty glowiastej biatej (Brassica
oleracea 1.. var. capitata , ktérych wyniki przedstawiono w niniejszej
pracy prowadzono w latac 001. Materialem wyjsciowym byly linic hodo-
wlane pochodzace ze spolek hodowlano-nasiennych. Rosliny w fazie inicjagji
kwiatostanéw umieszczano w komorze fitotronowej z kontrolowang tempceraturg
14°C, 16 godzinnym dniem i natgzeniem oéwietlenia 6000 lux. Takic warunki
wzrostu roé§lin donorowych daja wieksza szansg otrzymania haploidaluych zarod-
kéw, niz kiedy rosng one w szklarni czy w polu.
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Indukcja androgenezy w kulturach pylnikow

Pgki kwiatowe (3—4 mm dhgoéci) pobrane z rodlin donorowych odkazano
50% alkoholem (30 s), 10% chloraming T (15 min) i plukano trzykrotnie woda
jalows. Nast¢pnie w sterylnych warunkach izolowano z nich pylniki i wyktadano
na pozywkg agarows, przygotowang na bazie B5 wedlug Gamborga z modyfikacja
Kellera [KELLER i in. 1975] z dodatkiem sacharozy (100 g-dm3) oraz pH ustalo-
nym1 na 5,8. Pylniki wyktadano na szalki Petriego i kultury prowadzono w ciem-
nosci, w temperaturze 34°C przez 24 godz., a nastgpnie w temperaturze 25°C do
pojawienia si¢ androgenicznych zarodkéw (po 5-6 tygodniach).

Indukcja androgenezy w kulturach izolowanych mikrospor

Do zakladania kultur izolowanych mikrospor paki kwiatowe odkazano jak
w przypadku kultur pylnikéw. Izolacja mikrospor polegata na ostroznym gniece-
niu pgkéw w plynnej pozywee NLN-13 [LICHTER 1989] i filtrowaniu przez sito ny-
lonowe o oczkach 44 um. Uzyskang zawiesing plukano trzykrotnie po 5 min w
pozywee, wirowano (1000 obrotéw na minutg), zlewano plyn znad osadu i dopel-
niano $wiezg pozywka. Zawiesine o gestosci 50 000 szt. mikrospor na cm? pozyw-
ki umieszczano w plastikowych szalkach Petriego. Kultury mikrospor prowadzono
w ciemnosci, w temperaturze 34°C przez 24 godz., a nastepnie w temperaturze
25°C. Po 3 tygodniach szalki przenoszono na wytrzgsarke. Pojawienie sig¢ pierw-
szych androgenicznych zarodkéw obserwowano po 3—4 tygodniach.

W czasie trwania kultury prowadzono obserwacje rozwoju zarodkéw i obli-
czono ich catkowity plon. Efektywno$¢ androgenezy oceniano przeliczajac uzyska-
ne cmbrioidy na 100 wylozonych na pozywke pylnikéw lub pakéw uzytych do za-
lozenia kultury mikrospor.

Regeneracja zarodkow w rosliny

Prawidlowo wyksztalcone i dojrzate zarodki otrzymane z kultur pylnikéw
lub mikrospor przenoszono na agarowg pozywke regeneracyjng BS (z dodatkiem
sacharozy — 20 g-dm= i bez substancji wzrostowych). Dalszy rozwdj zarodkow
przebiegat w pokoju wzrostowym, w temperaturze 25°C i przy 16-godzinnym
dniu. Do o$wictlenia zastosowano lampy o natgzeniu oé$wietlenia 4000 lux. Roz-
wijajgce si¢ zarodki pasazowano na éwieze pozywki co 4 tygodnie. Przezywalno$é
androgenicznych zarodkéw obliczono ze stosunku liczby zarodkéw wytozonych na
pozywkg do liczby rozwijajacych sie w rosliny.

Czeé¢ zarodkdéw przed pierwszym pasazem na agarows poZzywke regenera-
cyjng B3 poddano desykacji, aby sprawdzi¢ jak taki sposéb traktowania wplywa
na ich przezywalno$é. Dojrzale zarodki przenoszono do plynnej pozywki NLN 13
7 dodatkiem kwasu abscysynowego (ABA) 5 ugkg-. Szalki inkubowano w ciem-
noscl 1 na wytrzgsarce przez 24 godz. Nastepnie zarodki przenoszono na szalki z
warstwy bibuly filtracyjnej, szalki zamykano i umieszczano w ciemno$ci w tempe-
raturze 25°C. Po ok. 3 tygodniach odwodnione zarodki przektadano na pozywke
regencracyjna [ADAMUS, SAMEK 2001].
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Wryniki 1 dyskusja

W ciagu 3 lat w laboratorium Katedry Genetyki, Hodowli i Nasicnnictwa
Akademii Rolniczej w Krakowie przeprowadzono indukcje androgenezy u 47 r62-
nych linii hodowlanych kapusty glowiastej bialej, z zastosowaniem dla kazdego z
badanych genotypéw dwu technik: kultur pylnikéw i izolowanych mikrospor.
Srednio okoto 50% badanych linii posiadalo zdolno$é do tworzenia zarodkéw
droga androgenezy (tab. 1).

Tabela 1; Table 1

Zdolnoé¢ do androgenezy u kapusty glowiastej bialej zaleznie
od zastosowanej techniki indukcji

Capability for androgenesis of white cabbage depending on the induction technique

. Kultury pylnikéw Kultury mikrospor
. Liczba bad'anych Anther cultures Microspore cultures
Rok badaft obiektow (% obiektow; % entries) (% obiekiow; % entrics)
Year of study | Number of stu-
died entries embriogennych* | ,,opornych” | embriogennych* | ,,opornych”
embryogenic recalcitrant embryogenic recalcitrant
1999 4 50 50 50 50
2000 24 25 75 42 58
2001 19 68 32 58 42
Razem; Total 47
Srednio; Mean 47,7 52,3 50,0 50,0
* obiekty, u ktérych otrzymano androgeniczne zarodki; objects in which androgenic embryos

were obtained

Wiekszo$¢ badanych materiatéw charakteryzowala si¢ niskg wydajnoscig
androgenezy, co jest potwierdzeniem danych przytaczanych przez §wiatowy litera-
ture, ktora kapuste glowiasta biala zalicza do gatunkéw o malej zdolnosci do an-
drogenezy [ROULUND i in. 1990; OSOLNIK i in. 1993; GORECKA i in. 1995; ADAMUS
2001]. Badane obiekty w kulturach pylnikéw tworzyly od kilku do kilkudziesi¢eiu
zarodkéw na 100 pylnikéw (§rednia wydajno$é 3,4 zarodka na 100 pylnikéw), a w
kulturach mikrospor $rednio 15 zarodkéw na 100 pakéw (tab. 2). Nalezy jednak
zwr6eié uwage na fakt, ze u niektérych obiektéw po zastosowaniu techniki kultur
mikrospor obserwowano wysokg wydajno$é siggajaca powyzej 400 zarodkéw na
100 pakéw. Obiekty te moga zostaé wykorzystane do krzyzowania 7z formami cen-
nymi gospodarczo, lecz o niskiej zdolnoéci do androgenezy w celu podwyzszenia
wydajnosci tego procesu. Wyniki te potwierdzaja znang prawidtowo§¢, 7e¢ czynnik
genetyczny ma duzy wplyw na efektywnosé androgenezy. Wiclu autoréw obscrwo-
wato duza zmienno$¢ liczby otrzymywanych zarodkéw pomigdzy liniami, odmia-
nami, klonami a nawet poszczegdlnymi roslinami [ROULUND i in. 1990; GORIECKA i
in. 1995].

W ciagu trzech lat prowadzonych badaf mozliwe bylo poréwnanic dwu
technik indukcji androgenezy (tab. 1 i 2). Ogélem otrzymano okoto 1600 andro-
genicznych zarodkéw. W kulturach izolowanych mikrospor tworzylo sig wch 3-
krotnie wigcej (1205 sztuk) niz gdy zastosowano kultury pylnikéw (389 sztuk).
Liczba obiektéw u ktérych obserwowano pozytywna androgeniczny odpowicd?
byta podobna w obydwu zastosowanych technikach. W przypadku metody mikros-
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por wynosifa §rednio 50%. W kulturach pylnikéw, obiektéw o wysokiej zdolnosci
do androgenczy byto 48%. Kultura mikrospor uwazana jest za bardziej wydajna
metode indukcji androgenezy niz kultury pylnikéw. Mimo, Ze technika ta wymaga
wyposazenia laboratorium w dodatkowy sprzet (np. mikroskop odwrdconego
pola, wiréwka, wytrzasarka) 1 wigkszej precyzji w zakladaniu doswiadczen, to ilo§é
otrzymanych zarodkéw i wczesniejsze ich pojawianie sie przemawiaja na jej ko-
rzy$¢. U gatunkoéw nalezacych do rodzaju Brassica uwolnienie mikrospor od ha-
mujgcego embriogenezg wptywu Sciany pylnikowej, powodowato nawet kilkudzie-
sigciokrotny wzrost wydajnoéci androgenezy [SIEBEL, PAULS 1989; TAKAHATA, KEL-
LER 1991; DUDS i in. 1992; VYVADILOVA i in. 1998].

Tabela 2; Table 2

Efektywno$¢ androgenezy u kapusty glowiastej bialej
zaleznie od zastosowanej techniki indukcji

Efficiency of androgenesis in white cabbage depending on the induction technique

Kultury pylnikéw Kultury mikrospor
Anthcr cultures Microspore cultures
ozdtem zarodkéw na 100 pyl- ogdtem zarodkéw na 100
Rok badan % al nikéw; cmbryos % Ll pakéw; embryos
Year of study ota per 100 anthers ota per 100 buds
pylnikow| zarodkow | $rednio 2 Z.:l;;eoséci pakow | zarodkéw | Srednio Zmzizl:lres’ .
anthers | ecmbryos | mean m buds | embryos mean noses
range range
1999 800 22 2,7 3-5 640 27 42 0,5-8
2000 2850 114 4,0 0,2-14 2360 805 34,1 3-440
200t 7389 253 34 0,2-27 5668 373 6,6 0,2-200
Razcm:; ‘total
e Toral | 11039 389 02-27 | 8668 | 1205 0,2-440
Srednio: Mean 34 14,9

Tabela 3; Table 3

Wplyw desykacji na rozwéj zarodkéw kapusty glowiastej bialej
Effect of desiceation on the development of white cabbage embryos

, Liczba zarodkéw Liczba zarodkéw rozwijajacych si¢ w rosliny
Rok badan regencrowanych Embryos developing into plants
Year of
stud Number of regenerated
study embryos sztuk; number %
Bez desykacji; Without desiccation
2000 151 13 8,6
2001 247 60 243
Z zastosowaniem desykacji; After desiccation
2000 335 145 433
2001 893 332 37,2

Przezywalno$é androgenicznych zarodkéw umieszczonych bezposrednio na
pozywcee regeneracyjnej jest niska. W doswiadczeniach nad kapustg glowiasta i
brokutem rozwijato sie 20-30% zarodkéw [KELLER, ARMSTRONG 1983; GORECKA i
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in. 1995}. U kapusty chinskiej prawidlowy rozwdéj podejmowato tylko 8% [Ca0 i in.
1994], a u rzodkwi 9% zarodkéw [ADAMUS 1994]. W celu polepszenia tej cechy w
roku 2000 1 2001 zastosowano modyfikacje polegajacy na pOdddIllll zarodkéw de-
sykacp Odwodnieniu przed wylozeniem na pozywke regeneracyjng poddano L;u—
nic 1228 zarodkéw (tab. 3). Zableg ten obnizat liczbe zarodkéw zamicrajgcych i
nienormalnic rozwgajqcych sig, a zwigkszal liczbg otrzymanych rodlin o okolo
35% w 2000 r. i 13% w 2001 r. Srednio, odwodnienic zwickszato przezywalnosc
zarodkéw okoto dwukrotnie. Desykacja androgenicznych zarodkéw jest wige u
kapusty glowiastej zabiegiem bardzo celowym. Jest to wazny element metodycer-
ny, gdyz w przypadku genotypéw o niskiej wydajnosci androgenczy umozliwia
prawidlowy rozwéj wigkszosci otrzymanych zarodkéw w rosliny. Badania wptywu
procesu desykacji na rozwdj zarodkéw prowadzili takze inni autorzy [TAKAHATA i
in. 1993; RUDOLF i in. 1999; HANSEN 2000]. We wszystkich przypadkach odnotowa-
no, ze odwodnienie androgenicznych zarodkéw przed wylozeniem na pozywki
regeneracyjne znacznic zwigkszato liczbg prawidtowo wyksztatconych rostin.

Ogolna liczba otrzymanych zarodkéw oraz okoto 40% ich przezywalno$é sy
powodem, Zze metoda indukeji androgenezy w kulturach in vitro 7 powodzeniem
moze by¢ uzyta do otrzymywania materialu hadowlanego zast¢pujgeego homozy-
gotyczne linie wsobne, ktérych wyprowadzanie trwa przez wicle pokolein. Mctoda
ta pozwala na znaczne skrécenie czasu hodowlj, a linie DH kapust mogy by¢ wy-
korzystane w programach hodowlanych odmian mieszafcowych [MICHALIK i in.
2001; PoLAK i in. 2002].
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Stowa klugczowe:  androgencza, kapusta glowiasta, kultury pylnikéw, mikrospo-
ry, zarodki

Streszczenie

Badaniami objeto 47 réznych linii hodowlanych kapusty glowiastej bialej,
stosujac dla kazdego z genotypéw dwie techniki: kultury pylnikéw i izolowanych
mikrospor. Stwicrdzono, ze okoto polowa badanych linii posiadata zdolnos¢ do
tworzenia androgenicznych zarodkéw. Wigkszo$é obiektéw charakteryzowala sig
niska zdolnoscig do androgenezy. W kulturach pylnikéw otrzymano od kilku do
kilkudziesicciu zarodkéw na 100 pylnikéw, a w kulturach mikrospor §rednio 15
zarodkéw na 100 pagkéw. Pordwnanie obu technik wykazato, ze w kulturach
izolowauych mikrospor otrzymano 3-krotnie wigcej zarodkéw niz gdy zastosowa-
1o kultury pylnikéw. Liczba linil, u ktdrych obserwowano pozytywna androgenicz-
ng odpowicdz, byla podobna w przypadku obydwu metod.
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Przezywalno$¢ zarodkéw kapusty umieszezonych bezposrednio na pozywcee
regeneracyjnej byla niska. W celu poprawienia tej cechy zastosowano modyfikacjg
polegajaca na poddaniu zarodkéw zabiegowi desykacji. Zabieg ten obnizat liczbe
zarodkéw zamierajacych i nienormalnie rozwijajacych sig, a zwigkszat liczbg
otrzymanych roslin okoto dwukrotnie.

INDUCTION OF ANDROGENESIS IN WHITE CABBAGE BY MEANS
OF ANTHER CULTURES AND ISOLATED MICROSPORES
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Department of Genetics, Plant Breeding and Seed Scicuce,
Agricultural University, Krakéw
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Summary

Induction of androgenesis was investigated in 47 breeding lines of white
cabbage, using two techniques, ie. anther and isolated microspore cultures.
Approximately half of studied lines showed the ability to production of andro-
genic embryos. Most of them indicated low androgenic capability. Several to sc-
veral tens cmbryos per 100 anthers were obtained from anther cultures, while 15
embryos per 100 buds were produced on average from isolated microspores.
Comparison of both techniques showed that the isolated microspores produced
approximately three times more embryos than the anther cultures. The number
of entries positively responding to induction of androgenesis was siniilar in both
methods.

Survival rate of cabbage embryos placed directly on the conversion medium
was low. In order to improve it, a modified technique, including embryo desicca-
tion step, was applied. That treatment lowered the frequency of deteriorated and
abnormally developed embryos and doubled the number of obtained plants.
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