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Wstęp 

Homozygotyczne linie podwojonych haploidów (linie DH) można uzyskać 
ze zróżnicowanego genetycznie materiału w ciągu jednej generacji, podczas gdy 
przy użyciu metod tradycyjnych osiąga się homozygotyczność dopiero po kilkulet­
niej selekcji. Linie DH są przydatne w hodowli krzyżówkowej, mutacyjnej i hete­
rozyjnej. Szczególną zaletą haploidów jest to, że nawet pojedyncze haploidalne 
komórki, np. mikrospory, mogą być poddane mutacji, transformacji lub selekcji, 
stanowiąc w ten sposób źródło nowej zmienności, łatwej do utrwalenia. Korzyści 
wynikające z zastosowania haploidów sprowadzają się w sumie do znacznego 
skrócenia czasu potrzebnego do wyhodowania nowej odmiany rolniczej, a tym 
samym zmniejszenia kosztów hodowli. Warunkiem włączenia haploidyzacji do 
programu hodowlanego jest jednak duża wydajność indukcji struktur zarodko­
wych oraz ich zdolność do dalszego rozwoju i podwojenia liczby chromosomów. 
Od lat osiemdziesiątych ubiegłego wieku trwają intensywne badania nad opraco­
waniem wydajnych procedur haploidyzacji, lecz dotychczas u nielicznych gatun­
ków roślin uprawnych powstały nowe odmiany z udziałem haploidów. 

U jęczmienia stosuje się trzy sposoby uzyskania haploidów. Najdawniej -
metodą bulbosową [KASHA, KAo 1970], dzięki której wyhodowano już kilkadziesiąt 
odmian. Nieco później wykorzystano do haploidyzacji indukcję androgenezy w 
kulturze in vitro pylników [CIAPHAM 1971, 1973) lub mikrospor jęczmienia [SUN­
DERLAND, Xu 1982). W Polsce prowadzono głównie badania nad metodą bulbo­
sową [ADAMSKI 1979; ADAMSKI i in. 1983), którą wdrożono do hodowli w niewiel­
kim zakresie [ADAMSKI i in. 1995). Badania nad androgenezą w polskich materia­
łach hodowlanych podjęto stosunkowo niedawno [KRUCZKOWSKA i in. 2002). Biorąc 
pod uwagę dużą dostępność i liczebność ziaren pyłku potencjalna wydajność 
androgenezy jest wielokrotnie większa niż innych sposobów pozyskania haplo­
idów. Stopniowo ta metoda jest doskonalona i w różnych laboratoriach opraco­
wuje się poszczególne czynniki związane z wydajnością androgenezy. 

Krytyczne znaczenie dla zmiany drogi rozwoju mikrospor z gametycznej na 
sporofityczną ma stres, któremu poddaje się kłosy lub izolowane pylniki przed 
kulturą in vitro. U jęczmienia najczęściej stosuje się stres niskiej temperatury lub 
stres osmotyczny przez zanurzenie w roztworze mannitolu. Celem pracy było 
zbadanie wpływu różnych stężeń mannitolu w połączeniu ze zróżnicowaną tempe-

1 Badania wykonano w ramach projektu Komitetu Badań Naukowych Nr 5PO6A00916. 
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raturą, zastosowanych w czasie traktowania wstępnego przed wyłożeniem pylni­
ków na pożywkę. 

Materiał i metody 

Badania prowadzono na 4 polskich odmianach jęczmienia jarego oraz 
modelowej odmianie Igri, o biotypie ozimym. Żadna z polskich odmian nie 
dorównywała odmianie Igri w wydajności androgenezy. 'Mobek', 'Sezam' i 
'Rodos' przewyższały jednak pod tym względem odmianę Rastik [KRUCZKOWSKA i 
in. niepubl.]. 

Rośliny pochodziły z pola lub z pomieszczenia wegetacyjnego o warunkach 
kontrolowanych (temperatura 17°C, napromieniowanie 280 µ,mol·m-2·s-1, foto­
period 16/8 godz.). Źdźbła pobrano przed kłoszeniem, kierując się odległością 
liścia flagowego od kolejnego liścia na źdźble. Kłosy zamknięte w pochwach liś­
ciowych, po umyciu w wodzie bieżącej i sterylnej, spryskano 70% etanolem. W 
warunkach sterylnych wydobyto kłosy z pochew i dokonano ich selekcji na pod­
stawie obserwacji mikroskopowej mikrospor ze środkowej części kłosa tak, aby 
pylniki przeznaczone do kultury zawierały większość mikrospor w stadium śred­
nio- i późno-jednojądrowym. Pylniki poddano traktowaniu wstępnemu przez 4 
doby w roztworze mannitolu o stężeniu 0,3; 0,7 i/lub 1,0; 1,5 mol·dm-3, w tem­
peraturze 25°C i 33°C. Odmiana Igri była badana w większości kombinacji doś­
wiadczenia, pozostałe odmiany tylko w niektórych kombinacjach. W każdej kom­
binacji pylniki w 5 powtórzeniach po 20, wyłożono na pożywkę FHG [HUNTER 

1988, cyt. za Hu 1997] z dodatkiem 0,2 mg·dm-3 2,4-D i 1 mg·dm-3 BAP, zestaloną 
gelritem. Kultury prowadzono w ciemności w temperaturze 25°C. Zarodki i 
kalusy ( o zbitej strukturze), powstałe w ciągu 6 tygodni kultury i większe niż 
1,5 mm, przenoszono na pożywkę regeneracyjną FHG różniącą się od poprzed­
niej brakiem 2,4-D oraz zmniejszoną ilością BAP (0,4 mg·dm-3) i maltozy (30 
g·dm-3). Kulturę prowadzono na świetle w temperaturze około 25°C przez 5 tygo­
dni. Wyniki przeliczone na 100 pylników opracowano analizując etap indukcji 
androgenezy (liczba zarodków i kalusów) oraz regeneracji roślin (liczba roślin 
ogółem i roślin zielonych). Analizy zmienności wykonano w układzie całkowicie 
rozlosowanym, grupy jednorodne wyznaczono za pomocą testu Duncana przy 
p = 0,95. 

Wyniki 

Na wykresie 1 przedstawiono dane uzyskane dla odmiany Igri traktowanej 
mannitolem o stężeniu 0,3 mol·dm-3 i 0,7 mol·dm-3 w temperaturze 25°C i 33°C. 
Wyniki potwierdziły znacznie wyższą zdolność tej odmiany do androgenezy w 
porównaniu z pozostałymi odmianami. Przy traktowaniu wstępnym mannitolem o 
stężeniu 0,3 mol·dm-3 zastosowanie temperatury 33°C istotnie pogorszyło wszyst­
kie parametry kultury w porównaniu z temperaturą 25°C. Podwyższona tempera­
tura bardziej negatywnie wpłynęła na rozwój roślin niż indukcję androgenezy. 
Przy stężeniu mannitolu 0,7 mol·dm-3 wyższa temperatura miała mniejsze znacze­
nie. U odmian Rodos i Sezam, u których wpływ temperatury badano tylko przy 
stężeniu 0,3 mol·dm-3 mannitolu, reakcja na podwyższenie temperatury była 
podobna: temperatura 33°C wpłynęła istotnie na zmniejszenie liczebności struktur 
embriogennych, natomiast ze względu na małą liczbę uzyskanych roślin udowod­
niono tylko wpływ temperatury na liczbę roślin ogółem u odmiany Rodos (rys. 2). 
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Effect of heat and osmotic stresses on androgenesis in in vitro culture of 
harley anthers in Igri cv. 
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Wpływ temperatury na skuteczność traktowania wstępnego 0,3 mol·dm-3 

mannitolem pylników jęczmienia 

Effect of temperature on the efficiency of pretreating harley anthers with 0.3 
mol·dm-3 mannitol concentration 



122 H. Kruczkowska, H. Pawłowska, B. Skucińska 

U odmian Igri, Mobek i Rastik porównano skuteczność rM..nych stężeń 

mannitolu zastosowanych w temperaturze 25°C. Wpływ stężenia mannitolu na 
indukcję androgenezy i regenerację roślin nie został udowodniony statystycznie, 
lecz obserwowano taką samą tendencję w reakcji badanych odmian (rys. 3). Stę­
żenie 0,7 mol·dm-3 i wyższe (1,0 mol·dm-3 i 1,5 mol·dm-3) zmniejszyły liczbę two­
rzących się w pylnikach zarodków i kalusów, natomiast regeneracja roślin, w tym 
roślin zielonych była wyższa przy stężeniu 0,7 mol·dm..J niż przy stężeniu 0,3 
mol·dm-3• Zastosowanie wyższego stężenia niż 0,7 mol·dm-3 nie spowodowało dal­
szego zwiększenia regeneracji roślin. 
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Rys. 3. Androgeneza w kulturze in vitro pylników jęczmienia pod wpływem mannitolu 
o różnym stężeniu 

Fig. 3. Effect of various mannitol concentrations on the androgenesis in in vitro cul­
ture of barley anthers 

Dyskusja 

Stres jest głównym czynnikiem indukującym embriogenezę w kulturze in 
vitro pylników i mikrospor. INDRIANTO i in. [1999] wyróżnili 4 rodzaje stresu naj­
częściej stosowane u różnych gatunków roślin uprawnych: chłodzenie ( 4-6°C), 
podwyższona temperatura (30-35°C), niedobór węglowodanów i azotu oraz trak-
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towanic kolchicyną. Należy również wziąć pod uwagę, że obok stresu zastosowa­
nego do indukcji androgenezy mogą działać równocześnie inne, niekontrolowane 
czynniki stresowe jak oddzielenie kłosa od rośliny, wirowanie lub niektóre stre­
sujące składniki pożywki. Zbyt niska wydajność haploidyzacji spowodowała, że 
podjęto próby wzmocnienia stresu, zwiększając jego natężenie i wydłużając czas 
działania oraz zastosowano równocześnie dwa czynniki stresowe [KASHA i in. 2001] 
lub chłodzenie kłosów, a następnie głodzenie i podwyższoną temperaturę w kul­
turze mikrospor [INDRIANTO i in. 1999]. 

Użycie mannitolu jako czynnika zwiększającego ciśnienie osmotyczne roz­
tworu, a tym samym powodującego głodzenie mikrospor zaproponowali u jęcz­
mienia ROBERTS-OEHLSCHLAGER i DUNWELL [1990]. Najczęściej stosuje się stężenie 
0,3 mol·dm-3 mannitolu przez 4 dni w temperaturze 25°C. CISTUE i in. (1994] bada­
jąc odmiany o różnej zdolności do androgenezy uznali za bardziej korzystne stę­
żenie 0,7 mol·dm-3, a CASTILLO i in. [2000] uzyskali lepsze wyniki u małowydajnych 
odmian przy stężeniu 1,0 mol·dm-3 i 1,5 mol·dm-3• Nasze badania na zróżnicowa­
nym pod względem skłonności do androgenezy materiale, potwierdziły większą 
skuteczność stężenia 0,7 mol·dm-3, jednak przy wyższych stężeniach 1,0 mol·dm-3 

i 1,5 mol·dm-3 uzyskano wydajność zielonych roślin, podobną jak przy stężeniu 
0,7 mol·dm-3• Wyniki doświadczenia potwierdziły również odmienny wpływ 
mannitolu na fazę indukcji i fazę rozwoju roślin, wykazany we wcześniejszych 
badaniach [KRUCZKOWSKA i in. 2002]. 

Stres podwyższonej temperatury był skuteczny w kulturze mikrospor rzepa­
ku [KELLER, ARMSTRONG 1978] tytoniu i pszenicy [fOURAEV i in. 1996; LIU i in. 
2002]. Komentując wpływ podwyższonej temperatury wskazuje się również na 
możliwość szybszego udostępniania w tych warunkach składników pożywki. W 
kulturze pylników i mikrospor jęczmienia standardowo traktuje się wstępnie kłosy 
chłodem ( 4°C), najczęściej przez 28 dni. KAsHA i in. [2001] połączyli stres osmo­
tyczny mannitolu z krótkim ( 4 dni) chłodzeniem kłosów przed izolacją mikrospor. 
Krótkotrwałe połączenie tych stresów w stosunku do izolowanych pylników było 
nieskuteczne [KRUCZKOWSKA i in. 2002]. Należy więc zastrzec, że działanie stresu 
na kłos, pylniki i mikrospory może być odmienne ze względu na fizyczną zaporę 
jaką stanowią plewy, plewki i ściana pylnika. W niniejszej pracy po raz pierwszy 
badano u jęczmienia wpływ podwyższonej temperatury, równocześnie ze stresem 
osmotycznym. W temperaturze 33°C wszystkie wyniki, dotyczące liczby zarodków 
i kalusów oraz roślin, były gorsze niż w temperaturze 2S0 C. Niekorzystny wpływ 
tej temperatury ujawnił się szczególnie przy stężeniu 0,3 mol·dm-3 mannitolu, 
ograniczając najbardziej zdolność zarodków do dalszego rozwoju. 

Wnioski 

Stosując w traktowaniu wstępnym pylników jęczmienia równocześnie stres 
osmotyczny i stres podwyższonej temperatury (33°C) wykazano, że ta tempera­
tura wpłynęła niekorqstnie na wydajność androgenezy, szczególnie na rozwój 
roślin z zarodków. Porównując skuteczność różnych stężeń mannitolu wybrano 
jako optymalne stężenie 0,7 mol·dm-3, które w temperaturze 25°C przyczyniło się 
do liczniejszego przekształcania się struktur zarodkowych w zielone rośliny, min10 
ograniczenia liczby zarodków i kalusów w fazie indukcji androgenezy. 
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Słowa kluczowe: androgeneza, jęczmień, mannitol, stres temperatury 

Streszczenie 

Zmianę drogi rozwoju mikrospor z gametofitycznej na sporofityczną stymu­
luje się działając czynnikami stresowymi, którym poddaje się kłosy lub pylniki 
przed kulturą in vitro. V jęczmienia najczęściej stosuje się stres chłodzenia (4°C) 
lub stres osmotyczny przy pomocy 0,3 mol·dm-3 mannitolu. Celem pracy było zba­
danie wpływu na androgenezę różnych stężeń mannitolu w połączeniu z tempera­
turą 25°C i 33°C. U odmiany modelowej Jgri udowodniono, że przy traktowaniu 
0,3 mol·dm-3 mannitolem temperatura 33°C działała negatywnie na liczbę uzyska­
nych zarodków i roślin, a szczególnie na przekształcanie się zarodków w zielone 
rośliny. Przy wyższym stężeniu mannitolu (0,7 mol·dm-3) temperatura miała 
mniejsze znaczenie. U innych odmian, u których badano wpływ temperatury tylko 
przy ni7..szym stężeniu mannitolu, reakcja na podwyższenie temperatury była 
podobna. U wszystkich badanych odmian stężenie 0,7 mol·dm-3 mannitolu było 
korzystniejsze niż 0,3 mol·dm-3: mimo ograniczenia liczby struktur embriogennych 
wpłynęło dodatnio na ich dalszy rozwój. Zastosowanie wyższego stężenia manni­
tolu (1,0 mol·dm-3, 1,5 mol·dnr3) w temperaturLe 25°C nie zwiększyło liczby 
roślin zielonych. 
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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 harley, two most commonly used types of stress are 
chilling ( 4°C) and osmotic stress by 0.3 mol·dm-3 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-3 mannitol treatment were found to have an harmful 
cffect on the number of obtained embryos and plants, and particularly on the 
devclopmcnl of cmbryos into green plants. At higher mannitol concentration (0.7 
mol·dm-3), the temperature was less important. In other cultivars, in which the 
effect of tcmperature was cxamincd only at !ower mannitol concentration, the 
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response to increased temperature was similar. In all the tested cultivars, 0.7 
mol·dm-3 mannitol concentration was more favourable than 0.3 mol·dm-3: 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-3, 1.5 mol·dm-3) at 25°C did not increase the number of green plants in 
comparison to 0.7 mol·dm-3• 
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