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Wstep

Homozygotyczne linie podwojonych haploidéw (linie DH) mozna uzyska¢é
ze zréznicowanego genetycznie materialu w ciagu jednej generacji, podczas gdy
przy uzyciu metod tradycyjnych osiaga si¢ homozygotycznos¢ dopiero po kilkulet-
niej selekcji Linie DH sg przydatne w hodowli krzyzéwkowej, mutacyjnej i hete-
rozyjnej. Szczegdlng zaleta haploidéw jest to, ze nawet pojedyncze haploidalne
komérki, np. mikrospory, moga by¢ poddane mutaql transformagji lub selekcji,
stanowiac w ten sposéb Zrédio nowej zmiennosci, fatwej do utrwalenia. Korzysci
wynikajace z zastosowania haploidéw sprowadzajg si¢ w sumie do znacznego
skrécenia czasu potrzebnego do wyhodowania nowej odmiany rolniczej, a tym
samym zmniejszenia kosztéw hodowli. Warunkiem wlaczenia haploidyzacji do
programu hodowlanego jest jednak duza wydajno$¢ indukcji struktur zarodko-
wych oraz ich zdolnos¢ do dalszego rozwoju i podwojenia liczby chromosoméw.
Od lat osiemdziesiatych ubieglego wieku trwaja intensywne badania nad opraco-
waniem wydajnych procedur haploidyzacji, lecz dotychczas u nielicznych gatun-
kéw roflin uprawnych powstaly nowe odmiany z udziatem haploidéw.

U jeczmienia stosuje si¢ trzy sposoby uzyskania haploidéw. Najdawniej —
metoda bulbosowa [KasHA, Kao 1970], dzigki ktérej wyhodowano juz kilkadziesiat
odmian. Nieco pdZniej wykorzystano do haploidyzacji indukcjg androgenezy w
kulturze in vitro pylnikéw [CLAPHAM 1971, 1973] lub mikrospor jgczmienia [SUN-
DERLAND, XU 1982]. W Polsce prowadzono gléwnie badania nad metoda bulbo-
sowg [ADAMSKI 1979; ADAMSKI i in. 1983], kt6ra wdroZzono do hodowli w niewiel-
kim zakresie [ADAMSKI i in. 1995]. Badania nad androgeneza w polskich materia-
fach hodowlanych podjeto stosunkowo niedawno [KRUCZKOWSKA i in. 2002]. Biorac
pod uwage duza dostgpnos$¢ i liczebno$é ziaren pylku potencjalna wydajnosé
androgenezy jest wielokrotnie wigksza niz innych sposobéw pozyskania haplo-
idéw. Stopniowo ta metoda jest doskonalona i w réznych laboratoriach opraco-
wuje si¢ poszczegdlne czynniki zwiazane z wydajnoscig androgenezy.

Krytyczne znaczenie dla zmiany drogi rozwoju mikrospor z gametycznej na
sporofityczna ma stres, ktéremu poddaje si¢ klosy lub izolowane pylniki przed
kultura in vitro. U jgczmienia najczesciej stosuje sie stres niskiej temperatury lub
stres osmotyczny przez zanurzenie w roztworze mannitolu. Celem pracy byto
zbadanie wplywu réznych st¢zen mannitolu w polaczeniu ze zréznicowana tempe-

1 Badania wykonano w ramach projektu Komitetu Badani Naukowych Nr 5SPO6A00916.
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ratura, zastosowanych w czasie traktowania wstgpnego przed wylozeniem pylni-
kéw na pozywke.

Material i metody

Badania prowadzono na 4 pOlSleh odmianach jeczmienia jarego oraz
modelowej odmianie Igri, o biotypie ozimym. Zadna z polskich odmian nie
doréwnywata odmianie Igri w wydajnosci androgenezy. ‘Mobek’, ‘Sezam’ i
‘Rodos’ przewyzszaly jednak pod tym wzgledem odmiane Rastik [KRUCZKOWSKA i
in. niepubl.].

Rofliny pochodzily z pola lub z pomieszczenia wegetacyjnego o warunkach
kontrolowanych (temperatura 17°C, napromieniowanie 280 pmol m-2s-, foto-
period 16/8 godz.). ZdZbta pobrano przed kloszeniem, kierujac sie odlegiosmq
liscia flagowego od kolejnego liScia na Zdzble. Klosy zamknlqtc w pochwach li§-
ciowych, po umyciu w wodzie biezacej i sterylnej, spryskano 70% etanolem. W
warunkach sterylnych wydobyto klosy z pochew i dokonano ich selekcji na pod-
stawie obserwacji mikroskopowej mikrospor ze §rodkowej czgsci klosa tak, aby
py1n1k1 przeznaczone do kultury zawieraly wigkszo§¢ mikrospor w stadium sred-
nio- i péZno-jednojadrowym. Pylniki poddano traktowaniu wstgpnemu przez 4
doby w roztworze mannitolu o st¢zeniu 0,3; 0,7 ¥lub 1,0; 1,5 mol-dm3, w tem-
peraturze 25°C i 33°C. Odmiana Igri byla badana w wiekszosci kombinacji dos-
wiadczenia, pozostale odmiany tylko w niektérych kombinacjach. W kazdej kom-
binacji pylniki w 5 powtdrzeniach po 20, wylozono na pozywke FHG [HUNTER
1988, cyt. za HU 1997] z dodatkiem 0,2 mg-dm- 2,4-D i 1 mg-dm- BAP, zestalona
gelritem. Kultury prowadzono w ciemnosci w temperaturze 25°C. Zarodki i
kalusy (o zbitej strukturze), powstale w ciagu 6 tygodni kultury i wigksze niz
1,5 mm, przenoszono na pozywke regeneracyjna FHG réznigca sig od poprzed-
niej brakiem 2,4-D oraz zmniejszong iloscia BAP (0,4 mg-dm=) i maltozy (30
g:dm-3). Kulture prowadzono na $wietle w temperaturze okolo 25°C przez 5 tygo-
dni. Wyniki przeliczone na 100 pylnikéw opracowano analizujac etap indukgji
androgenezy (liczba zarodkéw i kalus6w) oraz regeneracji roélin (liczba roslin
ogélem i rodlin zielonych). Analizy zmienno$ci wykonano w uktadzie calkowicie
rozlosowanym, grupy jednorodne wyznaczono za pomoca testu Duncana przy
p = 0,95.

Wyniki

Na wykresie 1 przedstawiono dane uzyskane dla odmiany Igri traktowanej
mannitolem o stgzeniu 0,3 mol-dm-? i 0,7 mol-dm=? w temperaturze 25°C i 33°C.
Wyniki potwierdzily znacznie wyzsza zdolno$¢ tej odmiany do androgenezy w
poréwnaniu z pozostalymi odmianami. Przy traktowaniu wstgpnym mannitolem o
stezeniu 0,3 mol-dm- zastosowanie temperatury 33°C istotnie pogorszylo wszyst-
kie parametry kultury w poréwnaniu z temperatura 25°C. Podwyzszona tempera-
tura bardziej negatywnie wplyngla na rozwéj roélin niz indukcje androgenezy.
Przy stgzeniu mannitolu 0,7 mol-dm- wyzsza temperatura miala mniejsze znacze-
nie. U odmian Rodos i Sezam, u ktérych wplyw temperatury badano tylko przy
stezeniu 0,3 mol-dm=® mannitolu, reakcja na podwyzszenie temperatury byla
podobna: temperatura 33°C wplyneta istotnie na zmniejszenie liczebnosci struktur
embriogennych, natomiast ze wzgledu na malg liczbg uzyskanych rodlin udowod-
niono tylko wplyw temperatury na liczbe roélin ogétem u odmiany Rodos (rys. 2).
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U odmian Igri, Mobek i Rastik poréwnano skuteczno$¢ réznych steZefi
mannitolu zastosowanych w temperaturze 25°C. Wplyw steZenia mannitolu na
indukcje androgenezy i regeneracje roflin nie zostal udowodniony statystycznie,
lecz obserwowano taka samg tendencje w reakcji badanych odmian (rys. 3). Ste-
zenie 0,7 mol-dm= i wyzsze (1,0 mol-dm= i 1,5 mol-dm-?) zmniejszyly liczbe two-
rzacych si¢ w pylnikach zarodkéw i kaluséw, natomiast regeneracja roélin, w tym
roflin zielonych byla wyzsza przy stezeniu 0,7 mol-dm= niz przy st¢zeniu 0,3
mol-dm=. Zastosowanie wyzszego st¢zenia niz 0,7 mol-dm- nie spowodowato dal-
szego zwigkszenia regeneracji roSlin.
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Fig. 3. Effect of various mannitol concentrations on the androgenesis in in vitro cul-
ture of barley anthers
Dyskusja

Stres jest gldwnym czynnikiem indukujacym embriogenezg w kulturze in
vitro pylnikéw i mikrospor. INDRIANTO i in. [1999] wyréznili 4 rodzaje stresu naj-
czgSciej stosowane u réznych gatunkoéw ro§lin uprawnych: chtodzenie (4-6°C),
podwyzszona temperatura (30-35°C), niedobdér weglowodandw i azotu oraz trak-
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towanie kolchicyna. Nalezy réwniez wzia¢ pod uwage, ze obok stresu zastosowa-
nego do indukcji androgenezy moga dziataé réwnocze$nie inne, niekontrolowane
czynniki stresowe jak oddzielenie klosa od ro$liny, wirowanie lub niektére stre-
sujace skladniki pozywki. Zbyt niska wydajno$¢ haploidyzacji spowodowata, ze
podjeto proby wzmocnienia stresu, zwigkszajac jego natezenie i wydluzajac czas
dziatania oraz zastosowano réwnocze$nie dwa czynniki stresowe [KASHA i in. 2001]
lub chlodzenie kloséw, a nastepnie glodzenie i podwyZszona temperaturg w kul-
turze mikrospor [INDRIANTO i in. 1999].

Uzycie mannitolu jako czynnika zwiekszajacego ci$nienie osmotyczne roz-
tworu, a tym samym powodujacego glodzenie mikrospor zaproponowali u jecz-
mienia ROBERTS-OEHLSCHLAGER i DUNWELL [1990]. Najczesciej stosuje sig steZenie
0,3 mol-dm-® mannitolu przez 4 dni w temperaturze 25°C. CISTUE i in. [1994] bada-
jac odmiany o réznej zdolnosci do androgenezy uznali za bardziej korzystne ste-
zenie 0,7 mol-dm=3, a CASTILLO i in. [2000] uzyskali lepsze wyniki u matowydajnych
odmian przy stezeniu 1,0 mol-dm= i 1,5 mol-dm-3. Nasze badania na zréznicowa-
nym pod wzgledem sklonnosci do androgenezy materiale, potwierdzily wigksza
skuteczno$¢ stezenia 0,7 mol-dm-3, jednak przy wyzszych stezeniach 1,0 mol-dm-?
i 1,5 mol-dm-? uzyskano wydajno§¢ zielonych ro§lin, podobna jak przy stezeniu
0,7 mol-dm=. Wyniki do$wiadczenia potwierdzily réwniez odmienny wplyw
mannitolu na fazg¢ indukcji i fazg rozwoju rodlin, wykazany we wczeéniejszych
badaniach [KRUCZKOWSKA i in. 2002].

Stres podwyzszonej temperatury byt skuteczny w kulturze mikrospor rzepa-
ku [KELLER, ARMSTRONG 1978] tytoniu i pszenicy [TOURAEV i in. 1996; LU i in.
2002]. Komentujac wplyw podwyzszonej temperatury wskazuje si¢ réwniez na
mozliwo$¢ szybszego udostgpniania w tych warunkach skladnikéw pozywki. W
kulturze pylnikéw i mikrospor jeczmienia standardowo traktuje si¢ wstgpnie klosy
chlodem (4°C), najczeSciej przez 28 dni. KASHA i in. [2001] polaczyli stres osmo-
tyczny mannitolu z krétkim (4 dni) chtodzeniem kloséw przed izolacja mikrospor.
Krétkotrwate potaczenie tych streséw w stosunku do izolowanych pylnikéw bylo
nieskuteczne [KRUCZKOWSKA i in. 2002]. Nalezy wigc zastrzec, ze dzialanie stresu
na kfos, pylniki i mikrospory moze by¢ odmienne ze wzgledu na fizyczng zaporg
jaka stanowia plewy, plewki i §ciana pylnika. W niniejszej pracy po raz pierwszy
badano u jgczmienia wplyw podwyzszonej temperatury, réwnoczeénie ze stresem
osmotycznym. W temperaturze 33°C wszystkie wyniki, dotyczace liczby zarodkéw
i kaluséw oraz roslin, byly gorsze niz w temperaturze 25°C. Niekorzystny wplyw
tej temperatury ujawnil si¢ szczegélnie przy stgzeniu 0,3 mol-dm-? mannitolu,
ograniczajac najbardziej zdolno$¢ zarodkéw do dalszego rozwoju.

Whioski

Stosujac w traktowaniu wstgpnym pylnikéw jeczmienia réwnocze$nie stres
osmotyczny i stres podwyzszonej temperatury (33°C) wykazano, ze ta tempera-
tura wplyneta nickorzystnie na wydajno§é androgenezy, szczegdlnie na rozwdj
roélin z zarodkéw. Poréwnujac skuteczno$¢ réznych stezen mannitolu wybrano
jako optymalne stezenie 0,7 mol-dm=3, ktére w temperaturze 25°C przyczynito sig
do liczniejszego przeksztalcania si¢ struktur zarodkowych w zielone rosliny, mimo
ograniczenia liczby zarodkéw i kaluséw w fazie indukcji androgenezy.
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Streszczenie

Zmiang drogi rozwoju mikrospor z gametofitycznej na sporofityczng stymu-
luje si¢ dziatajac czynnikami stresowymi, ktérym poddaje si¢ klosy lub pylniki
przed kulturg in vitro. U jgczmienia najczgsciej stosuje si¢ stres chlodzenia (4°C)
lub stres osmotyczny przy pomocy 0,3 mol-dm= mannitolu. Celem pracy bylo zba-
danie wplywu na androgenezg réZnych st¢Zzeih mannitolu w potaczeniu z tempera-
turg 25°C i 33°C. U odmiany modelowej Igri udowodniono, Ze przy traktowaniu
0,3 mol-dm= mannitolem temperatura 33°C dziatala negatywnie na liczb¢ uzyska-
nych zarodkéw i roélin, a szczegdlnie na przeksztalcanie si¢ zarodkéw w zielone
roSliny. Przy wyzszym st¢Zeniu mannitolu (0,7 mol-dm-=) temperatura miata
mniejsze znaczenie. U innych odmian, u ktérych badano wplyw temperatury tylko
przy nizszym stgzeniu mannitolu, reakcja na podwyzszenie temperatury byla
podobna. U wszystkich badanych odmian st¢zenie 0,7 mol-dm- mannitolu bylo
korzystniejsze niz 0,3 mol-dm-3: mimo ograniczenia liczby struktur embriogennych
wplyngto dodatnio na ich dalszy rozwéj. Zastosowanie wyzszego st¢zenia manni-
tolu (1,0 mol-dm=, 1,5 moldm=?) w temperaturze 25°C nie zwigkszylo liczby
ro§lin zielonych.

OSMOTIC AND HEAT STRESSES
IN in vitro ANTHER CULTURE OF BARLEY

Hanna Kruczkowska, Helena Pawtowska, Barbara Skucisiska
Department of Plant Breeding and Seed Science,
Agricultural University, Krakéw
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Summary

The change in the developmental pathway of microspores from gameto-
phytic to sporophytic onr is stimulated by stress applied to spikes or anthers
before in vitro culture. In barley, two most commonly used types of stress are
chilling (4°C) and osmotic stress by 0.3 mol'-dm® mannitol. The research aimed
at determining the effect of various mannitol concentrations combined with the
temperature of 25 or 33°C. In the model Igri cultivar, the temperature 33°C
combined with 0.3 mol-dm= mannitol treatment were found to have an harmful
effect on the number of obtained embryos and plants, and particularly on the
devclopment of embryos into green plants. At higher mannitol concentration (0.7
mol-dm=), the temperature was less important. In other cultivars, in which the
effect of temperature was examincd only at lower mannitol concentration, the
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response to increased temperature was similar. In all the tested cultivars, 0.7
mol-dm= mannitol concentration was more favourable than 0.3 mol-dm-=: despite
limiting the number of embryo-like structures, it showed a positive effect on
their further development. Using of higher mannitol concentrations (1.0
mol-dm=, 1.5 mol-dm-?) at 25°C did not increase the number of green plants in
comparison to 0.7 mol-dm-.
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