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Wplyw 2.4 D | picloramu na indukcj¢
androgenezy pszenzyta ozimego
(Triticosecale Wittm.)

The influence of 2.4 D and picloram on androgenesis of winter triticale
(Triticosecale Wittm.)

Obiektem badan byly odmiany pszenzyta ozimego: Bogo, Hewo, Tornado, Kitaro, Sekundo, Kazo
oraz 1 r6d SZDB 154. Celem pracy bylo okreslenie wptywu st¢zenia mieszaniny auksyn — 2,4 D
i picloramu na efektywno$¢ androgenezy wybranych odmian pszenzyta ozimego. W doswiadczeniu
zastosowano pozywke Ciz (Wang i Chen, 1983) z dodatkiem 2,4 D i picloramu w nastepujacych
stgzeniach: 1 mg 2,4 D + 0,5 mg picloramu / na litr pozywki; 1 mg 2,4 D + 1,0 mg picloramu / na litr
pozywki; 1 mg 2,4 D + 1,5 mg picloramu / na litr pozywki; Pozywke bez auksyn traktowano jako
kontrole dla powyzszego doswiadczenia. Uzyskany kalus hodowano na pozywce regeneracyjnej 190-
2 (Zhuang i Jia, 1983). Wyzsze stezenie mieszaniny auksyn wptyngto pozytywnie na indukcj¢ kalusa.
Najwyzszg efektywno$¢ androgenezy zaobserwowano U odmiany Kazo na pozywce Ci7 z dodatkiem 1
ml 2,4 D i 1,5mg picloramu/ na litr pozywki — 47,6 kaluséw embriogennych na 100 wyloZonych.
Najnizsza, U odmiany Kitaro na pozywce Ciz bez dodatku mieszaniny auksyn — 3,3 kalusow
embriogennych na 100 wylozonych pylnikéw. Obserwowano réwniez wpltyw genotypu odmian na
indukcj¢ androgenezy. Niezaleznie od poziomu st¢zenia auksyn kalus embriogenny najintensywniej
tworzyt si¢ U odmiany Kazo, natomiast najstabiej u odmiany Kitaro. W do$wiadczeniu najwiecej
zielonych roslin otrzymano u odmiany Kazo na pozywce Ci7 zdodatkiem 1 mg 2,4 D i1,5 mg
picloramu na litr pozywki.

Stowa kluczowe: androgeneza, auksyna, in vitro, odmiany, pszenzyto, pylniki

The research was carried on cultivars of winter triticale: Bogo, Hewo, Tornado, Kitaro, Sekundo,
Kazo and one breeding line SZDB 154. It aimed at determination of the influence of 2.4 D and picloram
mixture concentration on effectiveness of androgenesis in selected cultivars of winter triticale. In the
experiment the medium Ci7 (Wang and Chen, 1983) with 2.4 D and picloram was applied at the
following concentration levels: 1 mg 2.4 D + 0.5 mg picloram / 1 litre of medium; 1 mg 2.4 D + 1.0 mg
picloram / 1 litre of medium;1 mg 2.4 D + 1.5 mg picloram / 1 litre of medium. Higher concentration
of auxine mixture caused better callus induction. The highest effectiveness of androgenesis was
observed in Kazo on the C17 medium with 1 mg of 2.4 D/ 1 litre of medium. The lowest effectiveness
was observed in the Kitaro cultivar. The influence of genotype on androgenesis induction was distinct.
Independently on the level of the auxine concentration, embriogenic callus developed most intensely
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in Kazo, and least intensely in Kitaro. In the experiment, the highest number of regenerated plants was
obtained in Kazo on the C17 medium with 1 mg of 2.4 D + 1.5 mg of picloram per one litre medium.

Key words: androgenesis, anthers, auxine, in vitro, triticale, varieties
WSTEP

W ostatnich latach wzrasta znaczenie podwojonych haploidow w hodowli wielu
gatunkdéw wtym takze pszenzyta ozimego. Zainteresowanie praktyki hodowlanej
podwojonymi haploidami wynika przede wszystkim z mozliwosci otrzymywania ro$lin
w petni homozygotycznych. Pozwala to na skrocenie cyklu hodowlanego nawet o kilka lat.

Haploidy oraz linie podwojonych haploidéw znajdujg szereg zastosowan w badaniach
nad ekspresjg gendw istanowig cenny material wyjSciowy w hodowli heterozyjne;j.
Wykorzystywane s3 miedzy innymi do mapowania genomow, ustalania homologii
genomoOw, krzyzowan oddalonych majgcych na celu wprowadzenie nowych cech np.
odpornosci na choroby.

Do indukowania haploiddw u pszenzyta ozimego najczesciej wykorzystuje si¢ technike
kultur pylnikowych. Jednakze ciggle niezadowalajace wyniki sktaniajg do podejmowania
dalszych prac nad podniesieniem efektywnosci pozyskiwania roslin haploidalnych u tego
gatunku.

Obok takich czynnikow jak: fizjologiczna kondycja ro$lin donorowych, stadium
rozwojowe mikrospor, traktowanie wstepne ktosow obnizong temperaturg oraz genotyp,
decydujacych o efektywnosci tej metody, niezmiernie wazna jest optymalizacja sktadu
pozywek oraz dobor odpowiednich regulatorow wzrostu i rozwoju, zwtaszcza zas$ auksyn.
Ze wzgledu na najlepsze zdolnosci indukujace podzialty komoérkowe i réznicowanie si¢
kalusa (Zheng iin., 1999) najczgsciej w androgenezie ro$lin zbozowych jest uzywana
auksyna 2,4D wstezeniu 2 mg/l. Roéwniez inne badania potwierdzaja najwyzsza
skuteczno$¢ auksyny 2,4D w procesie androgenezy w porOwnaniu z innymi zwigzkami
z grupy auksyn (Hassawi i in., 1990; Marciniak, 1999). Jednak réwnie dobra efektywnos¢
androgenezy mozna uzyska¢ stosujgc mieszaniny auksyn. Przeprowadzone przez
Marciniaka (1999) badania porownawcze pomigdzy pojedynczo podawanymi do pozywki
auksynami a ich mieszaninami, sugerowaly, iz najlepsza indukcj¢ kalusa oraz regeneracje
uzyskano uzupehiajac pozywke mieszaning 2,4D i picloramu w stgzeniu 1:1.

Ze wzgledu na badania przeprowadzone w Katedrze, ktore potwierdzity korzystniejszy
wplyw mieszaniny 2,4D i picloramu (1:1) na przebieg androgenezy w porownaniu do
2,4D, podjeto probe okreslenia optymalnego stezenia tej mieszaniny w pozywce
indukujace;.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowilo 6 odmian pszenzyta ozimego: Bogo, Kitaro, Tornado,
Sekundo, Kazo, Hewo oraz rod hodowlany SZD154B.

Materiat roslinny, w postaci podkietkowanych ziarniakow, jarowizowano w warunkach
sztucznych w temperaturze 2°C. Po uptywie 8 tygodni siewki przenoszono do doniczek.
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Na jedna doniczke przypadaty 4 rosliny. Wzrost roslin odbywat si¢ w szklarni przy
ustaleniu 16/8 fotoperiodu. Doswiadczenia w szklarni prowadzono na przetomie zimy
i wiosny, aby zapewni¢ dobre warunki temperaturowe do wzrostu roslin donorowych.
Klosy po $cigciu traktowano wstepnie obnizong temperaturg 4°C przez okres 11 dni.

Materiat odkazano w 5% podchlorynie sodu, anastgpnie plukano w wodzie
destylowanej sterylnej. Pylniki pobierano ze $rodkowej partii klosa w fazie rozwoju
mikrospor — $rednio- lub p6zno- jednojgdrowej. Dla kazdej kombinacji (odmiana X
pozywka) wyktadano po 150 pylnikéw. Eksperyment przeprowadzono w 3 powtorzeniach.

W doswiadczeniu zastosowano pozywke indukujgcg rozwdj roslin haploidalnych — Cy7
(Wang i Chen, 1983) z dodatkiem 2,4 D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) i picloramu
(kwas 4-amino 3, 5, 6 trichloropikolinowy) w nastg¢pujacych stezeniach:

— 1 mg 2,4 D + 0,5 mg picloramu / litr pozywki,
— 1 mg 2,4 D+ 1,0 mg picloramu / litr pozywki,
— 1 mg 2,4 D + 1,5 mg picloramu / litr pozywki.

Pozywke bez auksyn traktowano kontrolnie dla powyzszego do§wiadczenia. Hodowle
pylnikow prowadzono przez 8 tygodni w zaciemnieniu w temperaturze 26°C. Otrzymany
kalus przektadano na pozywke regeneracyjng 190-2 (Zhuang i in., 1983) z dodatkiem 0,5
mg kinetyny i 0,5 mg NAA.

Procent uzyskanego kalusa oraz zregenerowanych roslin obliczono w stosunku do
wylozonych pylnikow.

Analize statystyczng wykonano dla liczby uzyskanego kalusa oraz sumy otrzymanych
roslin  zielonych ialbinotycznych. W celu okreSlenia istotnosci roéznic miedzy
kombinacjami do$wiadczalnymi zastosowano analiz¢ wariancji oraz test Newmanna-
Keulsa. W obliczeniach statystycznych korzystano z danych transformowanych wg
formuly y = arcsin x. Analizy przeprowadzono wykorzystujac pakiet Statistica 5.0.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie analizy wariancji stwierdzono istotny wptyw st¢zenia mieszaniny auksyn
oraz genotypu na proces tworzenia si¢ kalusa oraz sume zregenerowanych ro$lin zielonych
i albinotycznych. Réwniez interakcja pomiedzy stezeniem auksyn a genotypem wptywata
istotnie na badane cechy (tab. 1).

Wplyw mieszaniny 2,4 D i picloramu podanej w réznych stezeniach na indukcje¢ kalusa
przedstawiono na rysunku 1. Pomimo tego, ze niekiedy dodatek do pozywki regulatorow
WZrostu i rozwoju nie jest niezbedny (Sharma i in., 1982; Rogalska i Mikulski, 1995), to
w wigkszo$ci danych literaturowych okresla si¢ role auksyn w kulturach pylnikowych jako
pozytywnie wpltywajaca na rozwoj kalusa. W niniejszym do§wiadczeniu zaobserwowano
podobne zaleznosci.
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Tabela 1
Wplyw stezenia mieszaniny 2,4 D i picloramu na indukcje androgenezy wyrazong liczba uzyskanych
kaluséw na 100 wylozonych pylnikéw u wybranych odmian pszenzyta ozimego

Testing of hypotheses concerning genotypes, concentrations of auxines and interaction between these

factors in variance analysis of two-factiorial experiment with triticale
Liczba uzyskanych kalusow na 100 wytozonych pylnikow
Odmiany Number of obtained calli per 100 anthers plated
Cultivars kontrola 1mg/l 2,4 D+ 1 mg/l 2,4 D+ 1 mg/l 2,4 D+
control 0,5mg/l picloram 1,0mg/l picloram 1,5mg/l picloram
Bogo 71 29,6 30,0 36,0
Hewo 11,6 23,0 23,0 251
SZDB 154 6,6 17,0 20,3 26,3
Tornado 5,0 14,0 25,4 28,0
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Tornado Kitaro Sekundo Kazo Bogo Hewo SZD154B
genotyp - genotype
O C17 kontrola - control BC17- 1mg 2,4D+ 0,5mg picloram
OC17- 1mg 2,4D+ 1,0mg picloram OC17- 1mg 2,4D+ 1,5mg picloram
a* Warto$ci dla kazdej odmiany oznaczone ta sama litera nie r6znig si¢ istotnie oo = 0,05 wg testu Newmanna-Keulsa
a* Values for each cultivar designated with the same letter do not differ significantly, according to the Newmann-Keuls test

Rys. 1. Wplyw genotypu pszenzyta oraz mieszaniny 2,4D i picloramu na efektywnos$¢ wytwarzania
tkanki kalusowej
Fig. 1. Influence of genotype and concentration of mixture 2.4 D and picloram on induction of callus
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Mieszanina auksyn w przypadku wszystkich badanych genotypow dziatata stymulujaco
na rozwoj kalusa w poréwnaniu do kontroli. Pozywka z dodatkiem 1mg 2,4D i 1,5 mg
picloramu okazala si¢ najlepszg pod wzglgdem tworzenia tkanki kalusowej dla wigkszosci
badanych genotypdw (rys. 1). Jedynie u odmian Tornado i Hewo nie obserwowano istotnej
réznicy pomigdzy najwyzszym stezeniem — 1 mg/l 2,4D i 1,5 mg/l picloramu a st¢zeniem
1 mg/l 24D i1l mg/l picloramu. Najwyzszy poziom indukcji kalusa obserwowano
u odmiany Kazo na pozywce uzupetnionej 1 mg/l 2,4D i 1,5 mg/l picloramu. Liczba
kalusbw w przypadku tej odmiany wyniosta 44,9%. Najnizsza frekwencje kalusa
otrzymano prowadzac kulture pylnikow odmiany Tornado na pozywce niezawierajacej
badanych auksyn — 3,1%.

Wigkszo$¢ genotypow odmian rowniez pod wzgledem liczby uzyskanych roslin
zielonych pozytywnie zareagowala na auksyny dodane do pozywek indukujacych.
Regeneracja roslin zielonych u wigkszosci badanych odmian najkorzystniej przebiegata na
pozywce uzupetnionej najwyzszym stezeniem auksyn — 1 mg/l 2,4D i 1,5 mg/l picloramu.
(rys. 2).
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Tornado Kitaro Sekundo Kazo Bogo Hewo  SzZD154B
genotyp - genotype

O C17 kontrola - control B C17- 1mg 2,4D+ 0,5mg picloram
OC17- 1mg 2,4D+ 1,0mg picloram OC17- 1mg 2,4D+ 1,5mg picloram

Rys. 2. Wplyw genotypu pszenzyta oraz stezenia 2,4D i picloramu na efektywno$¢ regeneracji roslin
zielonych
Fig. 2. Influence of genotype and concentration of mixture 2.4 D and picloram on regeneration of green
plants
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Najwiecej roslin zielonych otrzymano w przypadku odmiany Sekundo (3,3%) oraz Kazo
(3,1%) na pozywce uzupetnionej 1 mg/l 2,4D i 1,5 mg/l picloramu. Tylko rod SZD154B
wykazal wyzszy poziom regeneracji na pozywce zawierajacej 1,0 mg 2,4D i0,5mg
picloramu/l. W przeprowadzonym do$wiadczeniu u odmiany Tornado niezaleznie od
zastosowanego st¢zenia auksyn nie otrzymano roslin zielonych.

Wiekszo$¢ badanych genotypdéw regenerowato (suma ro$lin zielonych i albinotycz-
nych) na pozywce uzupetionej 1 mg 2,4D i 1,5 mg picloramu na litr pozywki (rys. 3).
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Tornado Kitaro Sekundo Kazo Bogo Hewo  SZD154B
genotyp - genotype

O C17 kontrola - control BC17- 1mg 2,4D+ 0,5mg picloram
OC17- 1mg 2,4D+ 1,0mg picloram  OC17- 1mg 2,4D+ 1,5mg picloram

a* Warto$ci dla kazdej odmiany oznaczone tg sama litera nie roznia si¢ istotnie o = 0,05 wg testu Newmanna-Keulsa
a* Values for each cultivar designated with the same letter do not differ significantly, according to the Newmann-Keuls test

Rys. 3. Wplyw genotypu pszenzyta oraz stezenia mieszaniny 2,4D i picloramu na efektywnos$é
regeneracji roslin (suma roslin zielonych i albinotycznych)
Fig. 3. Influence of genotype and concentration of mixture 2.4 D and picloram on regeneration of
plants (total for green and albino plants)

Jednak tylko u odmiany Sekundo i Kazo wyniki uzyskane na tej pozywce okazaty sie
istotnie rozne od wynikow otrzymanych na pozywkach zawierajacych nizsze st¢zenie
mieszaniny auksyn. Najwigcej roslin, az 6% otrzymano prowadzac kulture pylnikow
odmiany Sekundo na pozywce z dodatkiem najwyzszego st¢zenia auksyn. Rownie wysoki
poziom regeneracji roslin uzyskano w przypadku Kazo na podtozu zawierajacym 1 mg/1
24D 1,5 mg/l picloramu — 5,8%. W przeprowadzonym doswiadczeniu jedynie
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w przypadku Bogo na pozywce kontrolnej nie otrzymano w efekcie prowadzenia kultur
pylnikowych ro$lin zielonych i albinotycznych.

Waznym czynnikiem wplywajacym na przydatnos¢ auksyn w androgenezie jest
uzyskanie optymalnego stg¢zenia podanej auksyny w pozywce indukujacej. W pracach
standardowych przyjmuje si¢, ze 2,4D podawana jest do pozywki w stezeniu 2 mg/l. Zheng
i wsp. (1999) ustalili, na podstawie przeprowadzonych badan, w ktérych testowali cztery
stezenia 2,4D (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 mg/l), ze najwyzsza efektywnos$¢ tworzenia kalusa
I regeneracji pszenicy obserwowa¢ mozna uzupetniajac pozywke 1-2 mg/l auksyny.
Jednak badania nad kulturami pylnikowymi owsa sugerowaly wyzsze stezenie 2,4D (nawet
przy 6 mg/l) zwlaszcza, na pierwszym etapie kultury (Kiviharju iin., 1999). Wysokie
stezenie auksyn rowniez pozytywnie wptywato na proces indukcji androgenezy kukurydzy
(Kuo i in., 1994), jeczmienia, (Marsolais i in., 1985) oraz pszenicy (Hu Han, 1997).

PODSUMOWANIE

Najlepsze rezultaty w badaniach nad otrzymywaniem form haploidalnych droga
androgenezy uzyskano stosujac pozywke C17 uzupetniong 1 mg/l 2,4D i1,5 mg/l
picloramu.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono wplyw genotypu na przebieg
androgenezy. Najlepszymi zdolnosciami do tworzenia kalusa oraz regeneracji roslin
wykazata si¢ odmiana Kazo.
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