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Zmodyfikowana technika pojedynczego ziarna
w hodowli jeczmienia ozimego*

Modified single seed descent technique in winter barley breeding

Technika pojedynczego ziarna (ang. single seed descsent, SSD) jest coraz czgsciej stosowana do
uzyskiwania form homozygotycznych w hodowli zbdz. Stanowi ona modyfikacj¢ klasycznego ramszu
i polega na losowym wyborze w kazdym pokoleniu, poczawszy od Fz, po 1 ziarnie z rosliny. W
pokoleniu Fs lub dalszym zbiera si¢ wszystkie nasiona z rosliny; potomstwo pojedynczej rosliny
stanowi lini¢ SSD. Praca przedstawia modyfikacje techniki SSD polegajaca na potaczeniu jej z kultura
in vitro niedojrzalych zarodkow. Pozwala to wyeliminowaé okres spoczynku nasion i tym samym
przyspieszy¢ cykl hodowlany. Wykazano, ze stosujac zaproponowana technik¢ mozna w ciagu
pierwszych trzech lat przyspieszy¢ cykl hodowli jgczmienia ozimego o 2-3 lata.

Stowa kluczowe: jeczmien ozimy, jarowizacja, kultura in vitro, niedojrzate zarodki, linie SSD

Single seed descent technique (SSD) is frequently used in cereal breeding to obtain homozygous
lines. It is a modified method of classical ramsh (bulk) and it is based on random choice of one seed
from each individual plant in each generation (number of individuals is dependent on assumed number
of lines to obtain), starting from F> hybrids. In Fs or later generation all seeds from each plant are
harvested and progeny of a single plant is treated as a SSD line. In the present paper a modification of
this technique is presented, which combines the procedure with in vitro culture of immature embryos.
The modified SSD technique allows elimination of seed dormancy and acceleration of the breeding
process. It was shown that the use of proposed technique in early stages of winter barley breeding
permits to accelerate breeding cycle by 2-3 years.

Key words: immature embryos, in vitro culture, winter barley, SSD lines, vernalization
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zygotyzacji jeczmienia w aspekcie skracania cyklu hodowlanego”
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WSTEP

W hodowli jeczmienia, podobnie jak i innych gatunkéw roslin uprawnych, istotng
kwestig jest skrocenie okresu czasu potrzebnego do uzyskania nowych odmian. U roslin
samopylnych zwigzane jest to gléwnie z czasem potrzebnym do otrzymania z
heterozygotycznych mieszancéw form o wysokim stopniu homozygotycznosci.
Uzyskiwanie linii homozygotycznych lub prawie homozygotycznych moze odbywacé si¢
dwiema drogami: posrednig poprzez samozapylanie roslin w kolejnych pokoleniach badz
bezposrednia poprzez haploidyzacje mieszancow wczesnych pokolen (F; lub F»).
W przypadku jeczmienia rosliny haploidalne mozna uzyska¢ wykorzystujac zjawisko
eliminacji chromosomow zachodzace w wyniku krzyzowania Hordeum vulgare z H.
bulbosum badz tez metoda androgenezy (Adamski i in., 1983; Pickering, Devaux, 1992).
Rosliny haploidalne uzyskane z mieszancow odpowiadaja losowej probie gamet
wytwarzanych przez heterozygoty, a podwajajac liczbe chromosoméw u haploidow
uzyskuje si¢ formy homozygotyczne o utrwalonej segregacji i rekombinacji na poziomie
gametycznym. Moga by¢ one wykorzystane do badan genetycznych badz tez w hodowli
nowych odmian (Snape, 1976; Gardner, 1977; Choo i Reinbergs, 1982; Kaczmarek i in.,
1994).

Jedna z drog posrednich jest metoda pojedynczego nasiona (ang. single seed descent,
SSD). Stanowi ona modyfikacje¢ klasycznego ramszu i polega na wyborze w kazdym
pokoleniu, poczawszy od ro$lin pokolenia F», po 1 nasieniu (ziarnie w przypadku zbo6z) z
rosliny (liczba roslin F, uzalezniona jest od zatozonej liczby linii, jaka chcemy uzyskac).
Z roslin pokolenia Fs lub dalszego zbiera si¢ wszystkie nasiona. Potomstwo pojedynczej
ro§liny stanowi lini¢ SSD (Golden, 1939). Zaréwno system DH jak i SSD pozwalaja
uzyska¢ linie homozygotyczne w stosunkowo krotkim czasie, przy czym linie DH sa
homozygotyczne we wszystkich Jloci, natomiast SSD mogg zawiera¢ tzw. resztkowg
heterozygotycznosé, ktora w przypadku linii SSD-Fs wynosi 6,25%, a SSD-Fs juz tylko
3,12%. Mimo to technika SSD ma przewage nad DH wynikajaca z mozliwos$ci uzyskania
linii z kazdego heterozygotycznego genotypu, podczas gdy w przypadku androgenezy
moga wystgpi¢ formy oporne, z ktorych otrzymanie form haploidalnych jest trudne.
Przewaga techniki SSD zwigzana jest rowniez z wigkszym prawdopodobienstwem
wystgpienia korzystnych rekombinantéw wynikajacym z faktu ,,wykorzystania” w
procesie ich otrzymywania kilku rund crossing-over, podczas gdy w przypadku linii DH
uzyskiwanych z mieszancéOw F; czy F» — jedynie 1-2 rund. Ma to istotne znaczenie,
poniewaz w miar¢ uptywu pokolen wzrasta prawdopodobienstwo przerwania sprz¢zen
gendéw, a tym samym powstania nowego kompleksu cech. Zaleta techniki SSD jest takze
zachowanie wystarczajgcego zakresu zmienno$ci genetycznej potomstwa przy
maksymalnej oszczednosci pracy i kosztow (Courtois, 1993; Surma i in., 2003, 2006).

Zastosowanie techniki SSD w jej klasycznej formule pozawala zaoszczgdzi¢ miejsce i
ograniczy¢ pracochtonno$¢ w procesie hodowli nowych odmian, nie skraca natomiast
czasu potrzebnego dla otrzymania form ustalonych. Ponizej przedstawiamy propozycje
modyfikacji tej techniki dla jeczmienia ozimego, ktéra moze by¢ zastosowana takze do
innych gatunkéw zb6z ozimych.
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MATERIAL I METODY

W celu skrocenia czasu potrzebnego do uzyskania kolejnego pokolenia przeprowa-
dzono doswiadczenie majace na celu zbadanie mozliwosci wyeliminowania okresu
spoczynku ziarniakow poprzez hodowle in vitro niedojrzatych zarodkow. Aby ustali¢
optymalny termin izolacji zarodkow pobierano je z ziarniakow odmian Nickela, Reni,
Lomerit i Merlot w stadium dojrzatosci wodnej, p6zno-mlecznej oraz woskowej twardej,
co odpowiada kodom 71, 77 i 87 w skali BBCH (skala przyje¢ta w krajach UE do okres$lania
faz wzrostu i rozwoju roslin — skrot od Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt and
Chemical Industry), w kazdym terminie po 100 zarodkéw z odmiany.

Technike SSD w polaczeniu z kulturg in vifro niedojrzatych zarodkow stosowano
poczawszy od: (1) ziarniakéw uzyskanych bezposrednio ze skrzyzowania (do§wiadczenie
I); (2) ziarniakow pobranych z roslin pokolenia F; (doswiadczenie II); (3) ziarniakow
pobranych z roslin F, (do§wiadczenie I1), przy czym we wszystkich trzech przypadkach w
pierwszym etapie badan ziarniaki pochodzity z roslin rosngcych w warunkach polowych.
Kazde nast¢pne pokolenie uzyskiwano w warunkach szklarniowych stosujac hodowlg in
vitro niedojrzatych zarodkow izolowanych z ziarniakow w odpowiednim stadium rozwoju.
W doswiadczeniu I i II materiat do badan stanowily mieszance Nickela x Reni i Tiffany x
Bombay, Lomerit x Merlot, Franziska x Merlot, natomiast w doswiadczeniu III —
Pascaline x Carola, Orchidee x Bazant, Merle x Orchidee i Merele x Amarena.

Stosowano pozywke BS5 Gamborga (Gamborg i in., 1968). Hodowle in vitro
prowadzono w pudelkach o wymiarach 77 x 77 x 97 mm firmy Sigma (Magenta Vessel
GA-7), w ktére wyktadano po 50 zarodkow. Obserwowano liczbg zarodkow rozwijajacych
si¢ oraz dtugo$¢ pedu po 4, 8 i 12 dniach kultury.

Jarowizacj¢ roslin w kulturze in vitro rozpoczynano po 2-5 dniach od wylozenia
zarodkow na pozywke i prowadzono ja w temperaturze 4°C przez 8 tygodni. Po tym okresie
rosliny wysadzano do doniczek o $rednicy 20 cm lub skrzynek o wymiarach 60 x 40 x 30
cm w rozstawie 5 x 3 cm w szklarni, gdzie rosty do czasu osiaggnigcia stadium rozwojowego
odpowiedniego do pobrania ziarniakéw do dalszej hodowli.

WYNIKI I DYSKUSJA

W kulturze in vitro hodowano niedojrzate zarodki pobrane z ziarniakow w trzech
roznych stadiach rozwojowych. Stwierdzono, ze optymalnym stadium rozwoju ziar-
niakow, z ktérych izolowano zarodki, bylo koncowe stadium dojrzatosci mleczne;.
W omawianym doswiadczeniu byl to okres 16-24 dni po zapyleniu w zaleznosci od
genotypu. W tabeli 1 podano rezultaty kultury in vitro zarodkow 4 odmian izolowanych
z ziarniakow bedacych w roznych stadiach dojrzatosci. Tempo wzrostu zarodkow
badanych odmian byto podobne. Rozwoj w kulturze in vitro zarodkow mtodych, pobranych
z ziarniakow w stadium dojrzalo$ci wodnej byl znacznie wolniejszy niz zarodkow
pochodzacych ze starszych ziarniakow, tak wiec w efekcie wczesniejsze wyktadanie
zarodkow nie skracalo czasu potrzebnego do uzyskania ros§lin. W przypadku zbyt miodych
ziarniakow nie wszystkie wyizolowane zarodki rozwijaty si¢ w warunkach in vitro.
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Tabela 1
Rozwdj roslin jeczmienia ozimego w kulturze in vitro z zarodkéw pobranych z ziarniakéw w trzech
stadiach dojrzalo$ci: wodnej, pézno-mlecznej i woskowej twardej
Development of winter barley plants in in vitro culture of embryos dissected from grains of watery
ripeness, late milk and hard dough stages

Liczba dni od Dojrzatos¢ wodna Dojrzatos¢ pézno-mleczna Dojrzatos¢ woskowa twarda
rozpoczgcia Watery ripeness stage Late milk stage Hard dough stage
. kultury in vitro (BBCH-171) (BBCH -177) (BBCH - 87)
Odmiana - - v - —
Variety No. of flayvs ze}?qdkl | dhueosé pedu z&}?qdkl ) dhugos¢ pedu z&_i_ro_dkl _ dtugos¢ pedu
from beginning | rozwijajace si¢ £0SC be rozwijajace si¢ (cm) rozwijajace si¢ (cm)
of in vitro developing shoot length developing | shoot length developing shoot length

culture embryos (%) (cm) embryos (%) (cm) embryos (%) (cm)

4 60 0,1 95 1,0 80 0,5

Nickela 8 75 0,2 99 5,5 85 4,0
12 85 0,5 100 9,0 90 7,5

4 62 0,1 90 2,1 87 1,2

Reni 8 68 0,2 94 6,9 90 39
12 73 0,4 97 8,9 92 6,4

4 55 0,2 85 1,5 87 0,8

Lomerit 8 59 0,3 88 4,8 92 32
12 68 0,4 93 6,5 93 74

4 63 0,1 79 23 80 3,1

Merlot 8 76 0,4 86 4,6 83 43
12 87 0,9 95 7.9 88 6,9

Srednia 4 60,0 0,17 87,2 23 83,5 1.4
Mean 8 69,5 0,27 91,7 54 90,0 3.8
12 78,2 0,55 96,2 8,1 90,7 7,0

Jak wspomniano wyzej, metod¢ pojedynczego ziarna stosuje si¢ poczawszy od
pokolenia F», jednakze aby skroci¢ cykl hodowlany kulture in vitro niedojrzatych zarodkow
mozna zastosowaé wczesniej. W prezentowanych badaniach zarodki izolowano z
ziarniakow uzyskanych bezposrednio po skrzyzowaniu oraz — dla poréwnania — z roslin
Fi i F> rosngcych w polu. Dalsze pokolenia — do Fs lub F¢ — otrzymywano w warunkach
szklarniowych.

W doswiadczeniu I stosujagc kulture in vitro niedojrzatych zarodkow wyizolowanych
z ziarniakow uzyskanych bezposrednio w wyniku skrzyzowania ro$lin w 2008 r.,
w nast¢gpnym roku otrzymano juz rosliny pokolenia Fsi F4, a jesienig 2010 r., to jest po
uptywie 2,5 roku od przeprowadzenia krzyzowan, dojrzale rosliny pokolenia Fs.
W doswiadczeniu II, w ktorym kulturg in vitro zaczgto stosowac¢ w 2008 r. poczawszy od
zarodkow wyizolowanych z ziarniakoéw pochodzacych z roslin pokolenia F; (krzyzowanie
odmian przeprowadzono w 2007 r.), w 2009 r. uzyskano rosliny pokolenia Fs, a w 2010 r.
jesienig dojrzale ziarna z roslin pokolenia Fs, a wigc po uptywie 3,5 roku od
przeprowadzenia krzyzowan. W doswiadczeniu III pobierajac w 2009 r. zarodki
z ziarniakow z roslin pokolenia F» w 2010 r. uzyskano ro$liny Fs, z ktorych jesienig
(pazdziernik — listopad) 2010 r. zebrano dojrzate ziarno. W tym wypadku przyspieszono
cykl hodowlany o 2 lata (tab. 2).
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Tabela 2
Efektywno$¢ techniki SSD w polaczeniu z kultura in vitro niedojrzalych zarodkéw u jeczmienia
ozimego
Effectiveness of SSD technique in combination with in vitro culture of immature embryos in winter
barley
Pokolenie
uzyskane
. . . T metod: Liczba
Kombinacja Krzyzowanie Rozpoczecie kultury Zbior naston linii SSD rodowodgwq ,,zaoszczedzonych”
., (rok) o (pokolenie — rok)

krzyzowkpwq Crossing in vitro Kernel harvest of SSD w2010 rpku lat

Cross combination Start of vitro culture | .. X Generation Number of ,,saved”
(year) lines (generation — year) obtained by years
pedigree method
in 2010
Doswiadczenie I — Experiment 1
Nickela x Reni 6.06.2008 Fs —29.09.2010 F> 3
Tiffany x Bombay (ziarniaki Fs—21.09.2010 F, 3
Franziska x Merlot 506 bezposrednio po Fs—23.11.2010 F 3
skrzyzowaniu
Lomerit x Merlot grains directly after Fs —27.09.2010 F, 3
crossing)
Doswiadczenie I1 — Experiment II
Nickela x Reni Fs —30.08.2010 F3 3
Tiffany * Bombay o (Ziari?égf‘zzg?s,gﬁn g, Fo 20092010 Fs 3
Franziska x Merlot rains from F, plants) F¢—25.11.2010 F; 3
Lomerit x Merlot £ P Fs— 30.08.2010 Fs 3
Doswiadczenie III — Experiment II1

Pascaline x Carola 6.06.2009 Fs—25.11.2010 F; 2
Orchidee x Bazant 2007 (ziarniaki z ro$lin F, Fs— 18.10.2010 F; 2
Merle x Orchidee grains from F, Fs—28.11.2010. F; 2
Merle X Amarena plants) Fs—28.11.2010 F; 2

Na rysunku 1. przedstawiono przebieg trzyletniego cyklu prac zwigzanych z uzyski-
waniem linii SSD, w ktorym zastosowano kulture in vitro zarodkdéw izolowanych z
ziarniakow uzyskanych bezposrednio ze skrzyzowania.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie zmodyfikowanej metody SSD juz
od poczatku cylku hodowlanego, to znaczy od momentu uzyskania ziarniakow w wyniku
przeprowadzonych krzyzowan, badz tez od roslin pokolenia F; mozna w ciggu trzech
pierwszych lat przyspieszy¢ cykl hodowlany o 3 lata. Warunkiem zastosowania tej metody
w praktyce jest posiadanie odpowiedniego wyposazenia, a wigc ogrzewanej szklarni,
chtodni do jarowizacji roslin oraz laboratorium do prowadzenia kultur in vitro. Wazne jest
takze, aby koncowy zbior ziaren z roslin pokolenia Fs lub Fe odbyt si¢ w czasie
umozliwiajagcym ich wysiew jesienig do gruntu. W prezentowanych badaniach materiat
poczatkowy do kultury in vitro zarodkéw pochodzit z roslin uprawianych w warunkach
polowych, a zakonczenie cyklu i koncowy zbior dojrzatych ziaren miat miejsce jesienig w
okresie od wrzesnia do listopada, w zaleznosci od roku i genotypu jgczmienia. Taki termin
zbioru nie zawsze dawatby mozliwo$¢ wysiewu ziarniakéw do gruntu jeszcze tego samego
roku. Porownujac zastosowane trzy podej$cia nalezy stwierdzi¢, ze najkorzystniejsze
byloby rozpoczecie stosowania kultury in vitro zarodkdw z nasion otrzymanych
bezposrednio ze skrzyzowania. Aby uzyskac¢ dojrzate nasiona z roslin Fs w okresie letnim
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lub wczesnojesiennym, nalezaloby krzyzowanie przeprowadzaé w wiosng warunkach
szkalrniowych, co pozowolitoby na wczesniejsze zakonczenie cyklu.

g CoPIT, F,/F,
izalacja i izolacja
06.06.2008 ~ 04.11.2008
jarowizacja M. wezrost farowizacja
6L dni 85 dni 56 dni
f
_FS’J E‘i H arowizacia 2008
zolacja _»%-_ 50 dni o
21.09.2009 0 wEod R 105 dni
76 dni ﬁ
H jarowizacia
powErost  <EEe 56 dnd
82 dni F,/F,
ﬁ izolacja

20.04.2009
WErnst
F,/Fs A 163 dni

izolacja ﬁ zhidt nazion

19.02.2010 z rodlin Fy

29.09.2010

izolacja — isolation, jarowizacja — vernalization, wzrost — growth, zbior nasion — harvest

Rys. 1. Schemat obrazujacy otrzymywanie linii SSD jeczmienia ozimego z mieszancéw Nickela (P1) x
Reni (P2) technika SSD w polaczeniu z kultura zarodkow in vitro
Fig. 1. Scheme of development of winter barley lines from Nickela (P1) x Reni (P2) hybrids by means of
SSD technique in combination with embryo in vitro culture

W przedstawionych badaniach jarowizacje¢ roslin przeprowadzano w kulturze in vitro
po uptywie 2-5 dni od momentu wylozenia zarodkow na pozywke. Dzigki takiemu
rozwigzaniu mozna zaoszcze¢dzi¢ zarowno miejsce jak i czas. Dla uzyskania 100 linii z
jednej kombinacji krzyzowkowej, kulture in vitro zarodkow prowadzono w 2 pudetkach (2
x 50 zarodkow), a rosliny w szklarni w jednej skrzynce (100 roslin). Nalezy jednak zwrocié
uwage, zeby ro$liny ostatniego pokolenia SSD rosty w wigkszej rozstawie, najlepiej w
doniczkach, aby dobrze si¢ rozkrzewity i wydaty jak najwigcej nasion.

Czynnikiem przyspieszajacym uzyskiwanie kolejnych pokoleh — oprocz
wyeliminowania okresu spoczynku — sg takze warunki wzrostu i rozwoju roslin w
szklarni, ktére powinny by¢ ustalone na minimalnym poziomie agrotechnicznym, to jest
tak, aby ro$liny wchodzily jak najwcze$niej w faz¢ rozwoju generatywnego. Cykl moglby
by¢ réwniez znacznie skrocony, gdyby mozna byto wyeliminowaé lub ograniczy¢ okres
jarowizacji. U jeczmienia wynosi on od 4-8 tygodni w zaleznosci od genotypu. Poniewaz
hodowcy nie majg informacji a priori o wymaganiach jarowizacyjnych poszczegélnych
komponentéw do krzyzowan, w naszych badaniach zastosowano najdtuzszy, 8-
tygodniowy okres gwarantujacy skutecznos$¢ jarowizacji wszystkich genotypoéw. Podjeto
proby skroceniem okresu jarowizacji poprzez zastosowanie zearalenonu, ktoéry zostat
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zidentyfikowany po raz pierwszy przez Menga i in. (1986, 1992) jako substancja istotna
dla kontroli procesu rozwoju generatywnego. W Polsce badania prowadzone przez
Biesage-Koscielniak i in. (1997, 2009) na pszenicy potwierdzily role tego zwigzku w
przyspieszaniu rozwoju generatywnego pszenicy ozimej. W naszych badaniach (dane
niepublikowane) uzycie w kulturach in vitro niedojrzatych zarodkow jeczmienia ozimego
zearalenonu w iloéci 1 mg na 1 1 pozywki nie spowodowato skrocenia okresu jarowizacji.

WNIOSKI

1. Optymalnym terminem izolacji niedojrzatych zarodkow jeczmienia ozimego jest okres
dojrzatosci pozno-mlecznej Wczesniejszy termin powoduje wolniejszy rozwoj
zarodkow w kulturze in vitro i w konsekwencji nie uzyskuje si¢ spodziewanego
przyspieszenia cyklu hodowlanego.

2. Najbardziej efektywne jest zastosowanie techniki SSD w potgczeniu z kulturg in vitro
niedojrzalych zarodkéw poczawszy od ziarniakoéw uzyskanych bezposrednio po
skrzyzowaniu roslin badz pobranych z ro$lin pokolenia Fi, gdyz woéwczas mozna
uzyskac¢ w okresie pierwszych 3 lat przyspieszenie cyklu hodowlanego o 3 lata.
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