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Efektywnos¢ uzyskiwania haploidow pszenicy
metodg kultur pylnikowych oraz krzyzowania
z kukurydza

Production efficiency of wheat haploids by anther culture and wheat x maize crosses

Celem pracy bylo porownanie efektywnos$ci uzyskiwania haploidéw pszenicy metoda kultur
pylnikowych oraz poprzez krzyzowanie z kukurydza. Materialem badawczym byty mieszance Fi
pszenicy ozimej z 48 kombinacji krzyzowkowych. Oceniano efektywnos¢ uzyskiwania zielonych
ro$lin w odniesieniu do liczby wytozonych pylnikow oraz liczby zapylonych kwiatkow. Stwierdzono
wyrazne roznice w efektywnosci otrzymywania ro$lin w zaleznosci od zastosowanej metody i
genotypu. Wspotcezynnik korelacji miedzy efektywnoscig otrzymywania form haploidanych dwiema
zastosowanymi metodami byl nieistotny (r = -0,036). Wykorzystanie réwnolegle dwoch metod
haploidyzacji pozwolito otrzyma¢ rosliny z 89,6% badanych genotypow.

Stowa kluczowe: androgeneza, krzyzowanie oddalone, otrzymywanie haploidow, pszenica ozima

Two methods of wheat haploid production - anther culture and wheat X maize crosses were
compared. Material for the study covered Fi hybrids of winter wheat from 48 cross combinations.
Efficiency of green plant regeneration was assessed in relation to anthers plated and florets pollinated.
Significant differences in efficiency of wheat plant production depending on the method and plant
genotype used were found. The coefficient of correlation between the effectiveness of applied methods
was very low and not significant (r = -0.036). The parallel application of the two methods for haploid
production made possible to obtain plants from 89.6% of the genotypes studied.

Key words: androgenesis, haploid production, wheat x maize crosses, winter wheat
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WSTEP

Techniki haploidyzacji roslin sa juz od przeszto 30 lat z powodzeniem wykorzystywane
zarowno w badaniach podstawowych, jak i pracach hodowlanych. Otrzymanie form
haploidalnych, a nastgpnie podwojenie liczby chromosoméw u haploidow pozwala
uzyskac w ciggu jednego pokolenia formy catkowicie homozygotyczne (linie podwojonych
haploidow). Haploidy pszenicy na skale¢ komercyjng otrzymuje si¢ poprzez eliminacje
chromosomow zachodzaca po skrzyzowaniu pszenicy z kukurydza (Barclay, 1975; Laurie
i Bennett, 1988, 1989; Wedzony i in.1996; Krystkowiak i in., 2004) lub poprzez
androgeneze (Ponitka i Slusarkiewicz-Jarzina, 1996; Barnabas i in., 2001; Xynias i in.,
2001; Redha i Talaat, 2008).

W wyniku zapylenia pszenicy pylkiem kukurydzy uzyskuje si¢ zarodek mieszancowy,
jednak podczas kolejnych podziatéw mitotycznych komorek eliminowany jest selektywnie
genom kukurydzy, co w konsekwencji prowadzi do powstania formy haploidalnej
pszenicy. Ze wzgledu na postepujaca degeneracje bielma, konieczne jest wyizolowanie
zarodka w okresie 14—18 dni po zapyleniu i przeniesienie go na pozywke celem uzyskania
w warunkach in vitro ukorzenionej rosliny. Wszystkie otrzymane ta metoda ro$liny sa
zielone, nie ma zmiennosci w liczbie chromosomow wynikajacej z zastosowania kultury
in vitro. Ponadto nie wystepuja tzw. genotypy oporne, z ktorych nie mozna uzyskaé¢ form
haploidalnych (co czesto ma miejsce w metodzie kultur pylnikowych). Na efektywnosé
uzyskiwania ro§lin haploidalnych ta technika istotny wpltyw maja zar6wno czynniki
abiotyczne (pozywka, warunki wzrostu roslin donorowych, technika kastrowania itp.) jak
i genotyp roslin (Suenaga, 1994, Lei i in., 1996; Krystkowiak i in., 2004).

W procesie androgenezy nastepuje zahamowanie normalnego rozwoju mikrospor, ktore
w kulturach in vitro zostaja pobudzone do rozwoju w struktury wielokomorkowe
(embrioidy) i poprzez androgeniczne zarodki lub kalus réznicujg si¢ rosliny haploidalne
lub spontanicznie podwojone haploidy. Do indukcji androgenezy wykorzystuje si¢ kultury
pylnikowe lub kultury izolowanych mikrospor, ktore stwarzaja mozliwo$¢ regeneracji
duzej liczby haploidalnych roélin z jednego pylnika. Uzyskiwanie haploidéw jest procesem
ztozonym, uzaleznionym od wielu czynnikow, miedzy innymi stanu fizjologicznego
rosliny, z ktorej pobierane sg pylniki, sposobu traktowania klosow, stadium rozwojowego
pyltku, komponentow pozywek indukcyjnych 1 regeneracyjnych (roézniacych sie
zawartoscig 1 stezeniem mikro- i makroelementéw, substancji wzrostowych, witamin i
cukréw), warunkow fizycznych hodowli pylnikéw jak temperatura, dtugosé¢ fotoperiodu i
intensywnos$¢ o$wietlenia (Ghaemi i in., 1993; Karsai i in., 1994; Kang i in., 2003).

Celem badan bylo poréwnanie efektywno$ci otrzymywania form haploidalnych
pszenicy ozimej z wybranych mieszancow F; metodg krzyzowania z kukurydza oraz
metoda kultur pylnikowych. Dokonano takze ich oceny pod wzgledem parametrow
zwigzanych z efektywnoscig uzyskiwania roslin.
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MATERIAL I METODY

Materiatlem do badan byly mieszance pokolenia F; pszenicy ozimej (Triticum aestivum
L.) uzyskane w wyniku krzyzowan prostych i ztozonych odmian oraz zaawansowanych
rodoéw (tacznie 48 kombinacji krzyzowkowych). Mieszance pochodzity z HR DANKO sp.
z 0.0. (CHD), HR Strzelce sp. z 0.0. (STH), HR Smolice sp. z 0.0. (SM), MHR Polanowice
sp. z 0.0. (P), Poznanskiej Hodowli Ros$lin Oddz. Antoniny (AND), HRR Nasiona
Kobierzyc sp. z 0.0. (K). Przeznaczone do badan rosliny jarowizowano w okresie zimowym
w warunkach polowych. Wiosng rosliny przesadzano do doniczek w szklarni. W
prowadzonych pracach nad uzyskaniem form homozygotycznych poprzez krzyzowanie
pszenicy z kukurydzag i metoda kultur pylnikowych, korzystano z roslin donorowych
wyprowadzanych w tych samych warunkach srodowiskowych.

Metoda krzyzowania pszenicy z kukurydza

Materiat do badan stanowily mieszance F; z 35 kombinacji krzyzéwkowych. Stosowano
standardowg procedurg¢ otrzymywania form haploidalnych pszenicy drogg krzyzowan z
kukurydza (Laurie i Bennett, 1988). Pytkiem kukurydzy odmiany Waza zapylano od 40 do
60 ktosow z kazdej kombinacji krzyzéwkowej. Ktosy po zapyleniu traktowano roztworem
2,4-D zgodnie z procedurg opisang w pracy Krystkowiak i wsp. (2004). Zarodki izolowano
na pozywke B5 (Gamborg i in., 1968) po 1518 dniach od zapylenia.

Metoda kultur pylnikowych

Z ro$lin pokolenia F; z 33 kombinacji krzyzowkowych rosnacych w szklarni §cinano
pedy z klosami zawierajacymi pylniki w stadium jednojadrowych ziaren pytku. Klosy
umieszczano przez 7 dni w roztworze inkubacyjnym zawierajgcym mikro- i makro-
elementy wg pozywki N6 (Chu i in., 1975) z dodatkiem 2 mg 1! 2,4-D, w temperaturze
4°C. W sterylnych warunkach izolowano po okoto 1500 pylnikéw z kazdego genotypu i
wyktadano na pozywke PII (Chuang i in., 1978) indukujacg proces androgenezy (po okoto
200 pylnikéw na szalke o $rednicy 6 cm). Kultury pylnikowe inkubowano w termostacie,
w temperaturze 28°C. Po miesiagcu androgeniczne struktury przenoszono na pozywke
regeneracyjng 190-2 (Zhuang i Xu, 1983) zawierajacg 0,5 mg 1" KIN + 0,5 mg 1" NAA.
Dalsza hodowle prowadzono w temperaturze 22°C, przy oswietleniu 4000 Lx, przez 12
godzin na dobg¢ w celu zaindukowania organogenezy. Zielone, ukorzenione w warunkach
in vitro ro$linki wysadzano do ziemi i aklimatyzowano do naturalnych warunkow.

Efektywnos¢ uzyskiwania roslin z wykorzystaniem kultur pylnikowych i krzyzowania
z kukurydza porownano dla 20 wybranych mieszancow, ktore stanowity wspolny dla obu
metod material badawczy. W metodzie krzyzowania pszenicy z kukurydza oceniano
stosunek zarodkéw oraz ro$lin haploidalnych do liczby zapylonych kwiatkow, natomiast
w metodzie kultur pylnikowych stosunek androgenicznych struktur i zielonych roslin do
liczby wylozonych pylnikow.

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 podano liczbe kwiatkow zapylonych pytkiem kukurydzy oraz liczbe zarodkow i
roslin haploidalnych uzyskanych z kazdej kombinacji krzyzowkowej. Z zapylonych 59221
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kwiatkéow otrzymano 38000 rozrosnigtych zalgzni, z ktérych wyizolowano ponad 5800
zarodkow. Rosliny uzyskano z kazdej kombinacji krzyzowkowej, tacznie 1121 haploidow.

Tabela 1
Rezultaty krzyzowania badanych mieszancow pszenicy z kukurydza
Effects in crosses between wheat hybrids and maize
Liczba Liczba roslin Liczba roslin
zapylonych Liczba Liczba otrzymanych | haploidalnych /100 haploidalnych /100
Genotyp . . s - . P
Genotype kw12.1tkow zarodkow ro$lin haplmdalnych zaro@kow lleatkow
Pollinated  |Embryos (no.)| Haploid plants (no.) Haploids/100 Haploids/ 100 florets
florets embryos pollinated
CHD 4047 680 38 16 42,1 2,3
CHD 4070 1062 89 12 13,5 1,1
CHD 4103 754 69 12 17,4 1,6
CHD 4143 1676 126 20 15,9 1,3
CHD 4172 845 92 4 4,3 0,5
CHD 4173 606 21 9 42,9 1,5
CHD 4265 886 120 5 4,2 0,6
CHD 4310 716 36 2 5,6 0,3
AND 34 2776 129 72 55,8 2,6
AND 170 2416 184 65 35,3 2,7
AND 79 2372 149 57 38,3 24
K317 3715 558 103 18,5 2,8
K 267 2217 251 69 27,5 3,1
K96 2838 479 104 21,7 3,7
SM 14 3807 444 86 19,4 2,3
SM 15 4192 348 70 20,1 1,7
SM 16 3942 337 66 19,6 1,7
STH 268 4126 413 24 58 0,6
STH 506 2267 218 22 10,1 1,0
STH 206 356 14 3 21,4 0,8
STH 208 386 43 9 20,9 2,3
STH 21 246 11 2 18,2 0,8
STH 232 622 64 18 28,1 29
STH 25 516 48 15 31,2 2,9
STH 265 384 44 6 13,6 1,6
STH 35 890 115 50 43,5 5,6
STH 358 576 100 27 27,0 4,7
STH 73 670 43 13 30,2 1,9
STH 98 412 74 20 27,0 4,8
STH 1364] 768 65 1 1,5 0,1
STH 1374] 381 58 5 8,6 1,3
STH 1420J 493 32 2 6,2 0,4
P 25566 3429 322 45 13,4 1,3
P 25579 3690 352 52 14,8 1,4
P 25590 3509 343 35 10,2 1,0
Suma — Total 59221 5829 1121 - -
Srednia — Mean __ 1692,0 166,5 32,0 21,0 1,9

Czcionka pogrubiona — genotypy, dla ktorych zastosowano obie metody
Bold characters — genotypes examined using both methods

Procent otrzymanych roslin w stosunku do izolowanych zarodkéw, w zalezno$ci od

badanych form, wahat si¢ od 1,5 (STH1364) do 55,8 (AND34). Srednia efektywnos¢
uzyskiwania haploidow, mierzona liczbg roslin na 100 zapylonych kwiatkéw, wynosila

76



Tadeusz Adamski ...

1,9. Wystapity znaczne réznice w efektywnosci, w zaleznosci od genotypu badanych form
od 0,1 (STH1364J) do 5,6% (STH35).

Tabela 2
Efektywnos$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur i roslin z 33 mieszancéw pszenicy ozimej
Frequencies of embryo-like structures and plants obtained from anther culture of 33 winter wheat hybrids

. . Androgeniczne struktury Zielone roSliny
Liczba wytozonych .
Genotyp pylnikéw Embryo-like structures Green plants
Genotype Number of anthers plated liczba % liczba %
number number

CHD 4047 1555 237 15,2 4 0,3
CHD 4070 1711 389 22,7 138 8,1
CHD 4103 1435 82 5,7 9 0,6
CHD 4143 1599 174 10,9 10 0,6
CHD 4172 1604 104 6,5 15 0,9
CHD 4173 1600 19 1,2 0 0
CHD 4265 1506 166 11,0 8 0,5
CHD 4310 1490 51 34 8 0,5
AND 34 1500 476 31,7 86 5,7
AND 170 1541 109 7,1 41 2,7
AND 79 1869 70 3,7 13 0,7
K 317 1588 20 1,3 0 0
K 109 1856 184 9,9 71 3.8
K234 1710 72 4,2 0 0
K 297 1603 41 2,6 0 0
SM 14 1740 48 2,8 33 1,9
SM 15 1656 68 4,1 41 2,5
SM 16 1522 85 5,6 11 0,7
STH 268 1515 639 42,2 14 0,9
STH 506 1535 630 41,0 164 10,7
STH 10 1607 26 1,6 13 0,8
STH 60 1523 70 4,6 116 7,6
STH 63 1505 35 23 17 1,1
STH 121 1500 0 0 0 0
STH 130 1400 0 0 0 0
STH 207 1478 23 1,6 46 3,1
STH 226 1501 301 20,1 3 0,2
STH 231 1532 128 8,4 13 0,8
STH 315 1500 16 1,1 12 0,8
STH 517 1498 186 12,4 6 0,4
P 25566 1303 82 6,3 13 1,0
P 25579 1666 929 59 15 0,9
P 25590 1607 133 8,3 36 2,2
Suma
Total 51755 4763 — 956 —
Srednia 1568,3 1443 9,2 29,0 1,8
Mean

Czcionka pogrubiona — genotypy, dla ktorych zastosowano obie metody
Bold characters — genotypes examined using both methods

Badania prowadzono na mieszancach pokolenia F; uzyskanych z 5 firm hodowlanych.
Obserwujac efektywnos$¢ uzyskiwania form haploidalnych z kombinacji krzyzoéwkowych
pochodzacych z tej samej stacji najwiecej roslin na 100 zapylonych kwiatkow uzyskano z
mieszancéw wytworzonych w HR Nasiona Kobierzyc, HR Strzelce oraz Poznanskiej Hodowli
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Roslin Oddziat Antoniny (od 2,6 do 3,2 roslin/100 zapylonych kwiatkéw). Nalezy zwrocié
uwage, ze roSliny donorowe pochodzilty z do$wiadczen =zaktadanych w rdéznych
miejscowosciach, a pobieranie ro$lin z pola nie nastgpowato w tym samym terminie
(decydowaly o tym warunki pogodowe). Réznice w efektywnosci uzyskiwania roslin miedzy
materialami pochodzgcymi z poszczegolnych stacji moga mie¢ podloze zarowno genetyczne,
jak 1 by¢ wynikiem wystepowania interakcji genotypowo-srodowiskowe;.

Z trzydziestu trzech mieszancéw pszenicy ozimej wytozono 51755 pylnikéw na
pozywke indukcyjna, z ktérych po miesigcu uzyskano 4763 androgenicznych struktur
($rednio 9,2%). Obserwowano duze zroznicowanie w indukcji androgenezy, w zaleznosci
od genotypu otrzymano od 1,1 do 42,2% androgenicznych struktur. Po 3—4 tygodniach
kultury tych struktur na pozywce regeneracyjnej uzyskano 956 zielonych roslin ($rednio
1,9% w stosunku do wylozonych pylnikow). Rosliny otrzymano z 27mieszancow, przy
czym efektywnos¢ wahata si¢ od 0,2 do 10,7% w zaleznosci od genotypu. Wysoka
czestotliwos¢ (powyzej 5,5%) uzyskiwania zielonych roslin w stosunku do wytozonych
pylnikow stwierdzono dla 5 genotypow: STH 506 (10,7%), C 4070/07 (8,1%), STH 60
(7,6), C 4143/07 (6,0%) 1 AND 34/07 (5,7%). Efektywno$¢ powyzej 2% zanotowano dla
kolejnych 5 genotypéw, natomiast najwickszg grupe (23 genotypy) stanowily formy, z
ktérych otrzymano od 0,2 do 2,0% zielonych roélin (tab. 2).

Porownanie efektywnos$ci uzyskiwania roslin obiema metodami przedstawiono na
rysunku 1. Obserwowana zmiennos¢ w liczbie uzyskanych roslin metodg kultur pylniko-
wych byla znaczne wigksza, niz metoda wykorzystujaca zjawisko eliminacji chromo-
somow (tab. 3). Swiadcza o tym uzyskane wartosci wspotczynnikéw zmiennosci
(odpowiednio 137,8 i 51,2%) oraz uzyskane warto$ci minimalne i maksymalne
(odpowiednio 0-10,7% oraz 0,3-2,8). Nie stwierdzono zaleznosci w efektywnosci
otrzymywania roslin miedzy stosowanymi technikami. Wspolczynnik korelacji wynosit -
0,03 i byt nieistotny. Obserwowano genotypy, z ktorych otrzymano rosliny z wysoka
efektywnoscig tylko jedng z metod: w kulturach pylnikowych — CHD 4070 i STH 506,
metoda krzyzowania z kukurydzag — CHD 4047, CHD 4173, AND 79 i K 317. Z kilku
genotypow otrzymano rosliny ze zblizong, w poréwnaniu do $redniej dla kazdej techniki
efektywnoscig (AND 170, SM 141 SM 15).

W pracach nad uzyskiwaniem linii homozygotycznych pszenicy na skale komercyjna
wydaje si¢ uzasadnione stosowanie obu technik réwnoczesnie. Metoda krzyzowania
pszenicy z kukurydza otrzymuje si¢ rosliny z kazdego genotypu, podczas gdy metoda
kultur pylnikowych nie jest to mozliwe. Metoda ta jednak w poréownaniu z kulturami
pylnikowymi jest bardziej pracochtonna. Natomiast poprzez androgeneze mozna uzyskaé
wyzsza wydajnos¢ regeneracji roslin z jednego ktosa, poniewaz w kazdym wylozonym na
pozywke pylniku mozliwe jest zaindukowanie duzej liczby jednojadrowych ziaren pytku
do rozwoju w androgeniczne struktury. Ponadto u pszenicy, podobnie jak u innych zboz,
czg$¢ uzyskanych ta technika roslin stanowia spontanicznie podwojone haploidy (Ponitka
i Slusarkiewicz-Jarzina, 1996; Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka, 2003; Soriano i in., 2007).
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Rys. 1. Poréwnanie efektywnosci uzyskiwania roslin metoda kultur pylnikowych oraz metoda
krzyzowania z kukurydza u wybranych mieszancoéw pszenicy ozimej
Fig. 1. Efficiency of wheat plant regeneration by means of anther culture and wheat x maize crosses for
selected wheat hybrids

Tabela 3
Zmiennos$¢ efektywnosci uzyskiwania roslin pszenicy metoda krzyzowania z kukurydza oraz kultur
pylnikowych dla 20 wybranych mieszancow Fi
Variability in production efficiency of wheat plants by wheat x maize crosses and anther culture for 20
selected F1 hybrids

| ol Waleommi
Metoda Cecha Srednia + SE Cocfficient of Zakres korelacji
Method Trait Mean + SE variabili Range Correlation
%) ty coefficient
0
Liczba roslin/100
Krzyzowanie z kukurydza  zapylonych kwiatkow
Wheat x maize crosses Plants/100 pollinated 1,52+0.17 °1,20 0,28-2,77
florets -0,036
. Liczba ro$lin/100
iﬁgferrycll’l{:;‘r‘i‘owe pylnikéw 2,07 0,64 137,80 0,00-10,70
Plants/100 anthers
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WNIOSKI

1. Zakres zmiennosci efektywnos$ci uzyskiwania roslin metoda kultur pylnikowych jest
znacznie szerszy w porOéwnaniu z metoda wykorzystujaca zjawisko eliminacji
chromosomow.

2. Stwierdzono brak korelacji migdzy efektywnoscig uzyskiwania roslin metoda kultur
pylnikowych i metodg krzyzowania z kukurydza.

3. W pracach nad uzyskiwaniem form homozygotycznych pszenicy na skal¢ komercyjna
wydaje si¢ uzasadnione rownoczesne stosowanie krzyzowania z kukurydza oraz kultur
pylnikowych.
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