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Ocena reakcji odmian jeczmienia jarego
na dziatanie chemomutagenu 1 Swiatta lasera
na podstawie wybranych cech ilosciowych

The reaction of spring barley varieties to chemomutagen and laser light for some
guantitative

Celem przeprowadzonych badan bylto okreslenie synergistycznego dziatania azydku sodu z $wiattem
lasera na zmiennos$¢ cech ilosciowych w pokoleniu Mi ze szczegdlnym uwzglednieniem roli genotypu
wyjsciowego na uzyskane efekty. Material do badan stanowily trzy odmiany jeczmienia jarego ktorych
ziariaki poddawano dziataniu azydku sodu (AS), $wiatla lasera oraz kombinacji taczonych (AS + laser
i laser + AS). W pokoleniu Mz analizowano zmienno$¢ cech ilosciowych ro$lin dotyczacych cech struktury
plonu. O ile najkrotszy z czasdw ekspozycji laserowej (30 minut) dla odmian i wybranych cech indukowat
w poréwnaniu z kontrola efekt biostymulacji, to dtuzsze na$wietlanie wywolywato obnizenie wartosci
badanych cech. Azydek sodu z kolei indukowat wytacznie uszkodzenia somatyczne. Kombinacje taczone
(AS + laser i laser + AS) wywotywaly przede wszystkim redukcj¢ wartosci badanych cech, z tym, ze jej
warto$¢ byta nizsza anizeli przy wylacznym stosowaniu AS i wyzsza niz przy wylacznym naswietlaniu
laserem. Zmienno$¢ warto$ci badanych cech struktury plonu zalezna byta od rodzaju materialu wyjsciowego.
Najwyzsze, istotne wartosci kontrastu migdzy cechami roslin M1 a kontrola uzyskano dla odmiany Boss,
nizsze natomiast dla odmian Rudzik i Rambo.

Stowa kluczowe: jeczmien, laser, mutagen, pokolenie Mz, struktura plonu, szkodliwo$¢ somatyczna

The aim of the performed investigation on barley was estimation of influence of a combined
treatment with sodium azide and laser light on variability of quantitative traits in M1 progeny as well
as the influence of initial material on the obtained results. The object of the investigation constituted
grain of three barley varieties treated with chemomutagen — sodium azide (SA), laser light and their
combinations (SA + laser and laser + SA). Variability of yield structure parameters was analysed in the
Mz progeny. The laser light emission for 30 min. induced a biostimulation effect. For longer irradiation
of grains (90 and 120 min.) a reduction effect was observed. A separate treatment with SA induced only
a decrease of the analysed traits. The combined treatment (SA + laser and laser + SA) induced reduction,
which was lower as compared to the sole treatment with SA but higher than the exclusive irradiation
with laser light. The variation among the Mz plants depended on initial material used for the mutagenic
treatment. The highest significance contrast values between the traits of control and M1 generation were
obtained for the variety Boss, the smaller ones were recorded for the varieties Rambo and Rudzik.

Key words: barley, laser, mutagen, M1 progeny, somatic injuries, yield structure

269



Elzbieta Adamska ...

WSTEP

Obok rekombinacji mutacje sg podstawowym czynnikiem uzyskiwania zmienno$ci
genetycznej cech uwszystkich organizmow zywych. Z uwagi na fakt, ze mutacje
spontaniczne u roslin pojawiaja si¢ z niska czestotliwoscia, bez mozliwosci przewidywania
ich wystgpienia, ich znaczenie praktyczne ma charakter marginalny. Wykorzystanie
mutacji indukowanych pozwolito na istotne podwyzszenie czestotliwosci ich uzyskiwania
i efektywnosci wykorzystania w badaniach podstawowych oraz praktyce hodowlanej
(Gottschalk i Wolff, 1983).

Szybki rozw6j mutagenezy w latach sze$édziesiatych i siedemdziesigtych pozwolit
opracowa¢ metodyke traktowan mutagennych (Matuszynski i in., 1978) a wprowadzenie
szeregu modyfikacji w procesie indukowania mutacji (Maluszynska, 1981) jak rowniez
wprowadzenie do badah nowych mutagendow pozwolito istotnie zwickszy¢ uzyskiwang
zmiennos$¢ genetyczng cech (Kubjak i Huczkowski, 1981; Gottschalk i Wolff, 1983). Do
chemomutagenéw wprowadzonych do badafh na poczatku lat siedemdziesiagtych nalezy
azydek sodu (Nilan i in., 1973). W poréwnaniu z stosowanymi dotgd chemomutagenami
(MNU, NEU, El, EMS itp.) azydek sodu okazat si¢ nie tylko mutagenem wywolujacym
wysoka czestotliwos¢ mutacji (Rybinski in., 1993), ale w poréwnaniu z innymi chemo-
mutagenami jego wysoka efektywnos$¢ dotyczyta indukowania mutacji punktowych a
W mniejszym stopniu natomiast mutacji chromosomowych. Mimo ze w poréwnaniu
z powszechnie stosowanym MNU azydek sodu indukuje u roslin pokolenia M1 mniejsza
szkodliwo$¢ somatyczng, nie mniej jej obecnos$¢ istotnie wptywa na redukcje liczby
otrzymywanych ziaren z roslin M; uniemozliwiajac czesto (zwlaszcza przy wyzszych
dawkach mutagenu) uzyskanie odpowiednio duzej populacji ro§lin w pokoleniu M.

W latach osiemdziesigtych na szersza skalg zaczeto wykorzystywac §wiatto lasera do
mikrochirurgii komorki i subkomorkowych struktur (Weber iin., 1988), modyfikacji
komorki ro$linnej, tkanek i indukowania fuzji protoplastéw (Wiegand Steubing i in., 1987)
oraz fragmentacji chromosoméw (Monajembashi i in., 1986). Okazato si¢ rowniez, ze
$wiatto lasera helowo-neonowego w krotkich czasach naswietlania nasion wywotuje silny
efekt biostymulacyjny (Vasilevski, 1991) natomiast wydtuzanie czasow na$wietlania
prowadzi do uszkodzenia materiatu genetycznego komorki i powstawania mutacji (Dudin,
1989; Rybinski iin., 1993). Obecnie w praktyce z powodzeniem wykorzystuje si¢
biostymulacyjne wlasciwosci lasera w podwyzszaniu plonowania tubinu (Podlesny, 1997),
bobiku (Podlesny, 1997), kukurydzy (Gieroba i in., 1995), pszenicy (Drozd i in., 1999),
pomidora (Koper, 1997) i ogorka (Gtadyszewska i Koper, 1997).

Specyficzne wlasciwosci Swiatla lasera oraz wysoka efektywno$¢ chemomutagenu —
azydku sodu sktonity nas do okreslenia ich wspotdziatania w pokoleniu M.

Celem badan bylo okreslenie reakcji odmian jeczmienia jarego na synergistyczne
dziatanie azydku sodu i §wiatla lasera wyrazone poziomem szkodliwo$ci somatycznej
u roslin pokolenia Mj.
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MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity ziarniaki jeczmienia jarego (Hordeum vulgare L.) odmiany
Boss, Rambo i Rudzik, ktére poddawano dziataniu chemomutagenu — azydku sodu (AS)
oraz $wiatla lasera. Przed rozpoczeciem traktowan mutagenem ziarniaki moczono
w wodzie destylowanej przez okres 10 godzin w temperaturze 24°C. Po zakonczeniu
moczenia ziarniaki zanurzano w wodnym roztworze azydku sodu, ktéry stanowit bufor
fosforowy opH 3,0. Traktowanie prowadzono przez 3 godziny przy stezeniu AS
wynoszacym 4,0 mM.

Zrédlem naswietlania ziarniakow byt laser helowo-neonowy (H-Ne) emitujacy $wiatto
czerwone o dtugosci fali 632 nm i mocy mierzonej na powierzchni obiektu wynoszacej
1 mW/cm?. Stosowano trzy czasy naswietlania: 30, 90 i 120 minut.

Oprocz wylgcznego traktowania ziarniakow przez AS oraz Swiatto lasera stosowano
takze traktowania laczone. W kombinacji typu laser + AS najpierw naswietlano ziarniaki
a potem traktowano mutagenem, w kombinacji AS + laser postgpowano odwrotnie.
Ziarniaki nie poddawane dziataniu mutagenu i lasera stanowity kombinacje kontrolna.

Po zakonczeniu traktowania ziarniaki wysiewano na poletka w uktadzie blokow loso-
wanych w trzech powtoérzeniach i rozstawie 20 x 5 cm. Po zbiorze roslin okreslano ich
strukture plonu w odniesieniu do liczby ptodnych klosow z rosliny oraz liczby i masy
ziaren w ktosie. Analize materiatu pokolenia My prowadzono wykorzystujac wielozmienne
metody statystyczne (Calinski iin., 1976; Ceranka iin., 1977) w odniesieniu do
poszczegblnych odmian oraz kombinacji i porownan $rednich wartoéci badanych cech
roslin M; z ich formami wyjSciowymi.

WYNIKI I DYSKUSJA

Jednym z efektéw towarzyszgcych indukowaniu mutacji jest wystepowanie uszkodzen
somatycznych u roslin pokolenia M1 (Rybinski, 2001). Ich wielko$¢ zalezna jest od rodzaju
uzytego mutagenu, jego dawki i rodzaju materiatu wyjsciowego (Matuszynski i in., 1978;
Stawinski i in., 2000). Wskazuja na to rowniez wartosci $rednich dla badanych odmian
i cech przedstawione w tabeli 1.

Oceng i1 wyniki testowania poréwnan dla badanych cech i odmian migdzy kombi-
nacjami a kontrolg oraz miedzy kombinacjami przedstawiono w tabelach 2, 3 i 4. Wartosci
statystyki F dla odmian tgcznie wskazujg, ze wigkszos¢ dawek AS i $wiatta lasera oraz ich
wzajemnych kombinacji istotnie wpltywala na zréznicowanie badanych cech. Najwyzsze
warto$ci statystyki F uzyskano dla azydku sodu zwtaszcza w odniesieniu do liczby i masy
ziaren z klosa, przy czym wiecej istotnych warto$ci kontrastu obserwowano dla odmiany
Boss anizeli Rudzik i Rambo. Stosujac zroznicowane dawki MNU u jeczmienia (Rybinski,
2001) obserwowano rowniez obnizenie ptodnosci roslin M a jej redukcja byta zalezna od
dawki mutagenu i rodzaju materialu wyjsciowego. W odniesieniu do $wiatta lasera 30
minut dla wszystkich cech i odmian uzyskano ujemne warto$ci kontrastu. Wskazuje to na
wystapienie efektu biostymulacji.
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Tabela 1

Srednie wartosci badanych cech po dzialaniu réznych kombinacji azydku sodu i lasera dla ro$lin
pokolenia Mt i ich form wyjsciowych
Mean values for the analyzed traits of Ma plants and their initial forms after treatment with sodium
azide and laser

Cecha — Trait
Kombinacje liczba ptodnych kloséw z rosliny liczba ziaren z ktosa masa ziaren z ktosa (g)
Treatments fertile spikes number per plant grain number per spike grain weight per spike (g)
Boss | Rambo | Rudzik | Boss | Rambo | Rudzik | Boss | Rambo | Rudzik
Kontrola (H;0) 8.1 97 111 227 208 236 117 113 1,23
Control
Laser 30 min. (L1) 9,2 9,9 13,5 24,5 24,1 24,8 1,30 1,30 1,30
Laser 90 min. (L2) 1,7 1,7 12,3 20,7 19,3 20,6 1,03 0,90 1,07
Laser 120 min. (L3) 7,2 6,9 12,2 19,2 17,7 18,7 0,93 0,87 0,93
Azydek sodu 4mM (AS) 4,9 8,4 8,6 10,4 16,7 18,4 0,60 0,77 0,80
L1+ AS 7,2 9,3 13,0 18,2 18,4 20,6 0,97 0,97 0,97
L2 + AS 6,7 6,3 9,9 14,3 17,5 21,1 0,73 0,87 1,00
L3+ AS 54 6,8 8,0 13,5 17,3 19,9 0,53 0,77 1,00
AS + L1 57 74 9,4 17,5 19,7 20,5 0,80 1,00 1,03
AS + L2 5,6 7,0 8,9 15,2 19,4 19,8 0,73 0,90 0,93
AS + L3 4.8 6,4 8,7 13,0 17,5 18,5 0,53 0,77 0,90
Tabela 2

Ocena i wyniki testowania poréwnan miedzy dawkami azydku sodu i lasera dla liczby plodnych kloséw
na roslinie
The estimation and results of comparison between treatments with of sodium azide and laser for the
number of fertile spikes per plant

Ocena kontrastu dla

Warto$¢ stat. F tacznie dla

Kontrast Estimation of contrast for odmian
Contrast odmiana — variety F value jointly for all
Boss | Rambo | Rudzik varieties

Laser 30 min. (L1) -1,1 -0,3 -2,4*%* 7,65

Laser 90 min. (L2) 04 1,9* -1,2 0,69

Laser 120 min. (L3) 0,9 2,8%* -1,1 3,64

Azydek sodu 4mM (AS) 3,2%* 1,3 2,5%* 26,66

Kontrola (L1 + AS) 0,9 0,4 -1,8 0,13

Control (L2 + AS) 1,4 3,4%* 1,2* 19,62

(L3 +AS) 2,7%* 2,9%* 3,1%* 41,11

(AS +L1) 2,4%* 2,2%* 1,7* 21,62

(AS + L2 2,4%* 2,7%* 2,2%* 28,99

(AS +L3) 3,3** 3,2%* 2,4%* 43,34

L1-(L1+AS) 2,0 0,7 0,6 5,75
L1-(AS+L1) 3,6%* 2,5%* 4,1%* 54,98
(L1 +AS)-(AS+L1) 1,4 1,8* 3,6%* 25,17
L2 - (L2 + AS) 1,0 15 2,4%* 12,94
L2-(AS+L2) 2,0 0,7 3,4%* 20,72
(L2 + AS) - (AS+L2) 1,0 -0,7* 1,0 0,91
L3 - (L3 +AS) 1,8* 0,1 4,2%* 20,28
L3 - (AS +L3) 2,4%* 0,4 3,5%* 21,85
(L3 +AS)-(AS+L3) 0,6 0,3 -0,7 0,03
Wartosci krytyczne F s — Critical values F g5 3,99
Warto$ci krytyczne F oo — Critical values F o1 7,05

* — Istotnos¢ na poziomie o = 0,05
** — [stotno$¢ na poziomie a = 0,01
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Tabela 3
Ocena i wyniki testowania poréwnan miedzy dawkami azydku sodu i lasera dla liczby ziaren z klosa
The estimation and results of comparison between treatments with of sodium azide and laser for grain
number per spike

Ocena kontrastu dla Warto$¢ statystyczna F
Kontrast Estimation of contrast for tacznie dla odmian
Contrast odmiana — variety F value, jointly for all
Boss | Rambo | Rudzik varieties

Laser 30 min. (L1) -1,8 -3,2%* -1,2 13,26

Laser 90 min. (L2) 2,0* 1,6 3,0 14,41

Laser 120 min.(L3) 3,5%* 3,1%* 4,9%* 43,94

Azydek sodu 4mM (AS) 12,3** 4,2%* 5,2*%* 156,86

Kontrola (L1 +AS) 4,5%* 2,4% 3,0%* 32,97

Control (L2 + AS) 8,4** 3,3%* 2,5% 68,01

(L3 +AS) 9,2** 3,6** 3,7** 90,60

(AS +L1) 5,2%* 11 3,1%* 29,95

(AS +L2) 7,5** 1,4 3,8** 53,89

(AS +L3) 9,7** 3,3** 5,1** 109,07

L1-(L1+AS) 6,3** 5,7** 4,2%* 88,05

L1-(AS+L1) 7,1%* 4,3** 4.4%* 83,06

(L1 +AS) - (AS +L1) 0,7 -1,3 01 0,07

L2-(L2+AS) 6,4** 18 -0,4 19,81

L2 - (AS+L2) 5,5** -0,2 0,8 12,57

(L2 + AS) - (AS +L2) -0,9 -1,9 13 0,82

L3- (L3 +AS) 5,7** 0,5 -1,2 8,35

L3 - (AS +L3) 6,2** 0,2 0,2 14,56

(L3 +AS) - (AS+L3) 0,5 -0,2 14 0,86

Wartosci krytyczne Foos — Critical values Foos 3,99

Warto$ci krytyczne Foo; — Critical values Foo; 7,05
* — Istotnos¢ na poziomie o = 0,05 * — Significance at a = 0.05

* *

* — Istotno$¢ na poziomie o = 0,01 * — Significance at o = 0.01

Dla dtuzszych czaséw naswietlania (90 i 120 minut), z wyjatkiem liczby ptodnych ktosow
na roslinie u odmiany Rudzik, obserwowano dodatnie wartosci kontrastu wskazujace na
redukcje warto$ci badanych cech. Okazuje sie, ze wydluzanie czasu naswietlania powoduje
zanik efektu stymulacji i wystgpienie uszkodzen somatycznych. Badania nad tubinem
potwierdzity rowniez wystgpienie tej zaleznosci (Rybinski 1 Stawinski, 2001).

W kombinacjach taczonych (AS + laser i laser + AS) najnizsze wartosci statystyki F
oraz kontrastu uzyskano dla kombinacji AS z 30 minutowym naswietlaniem. Moze to mie¢
zwigzek z wywotywaniem przez t¢ dawke $wiatta lasera efektu biostymulacji. Stosujac
naswietlanie ziarniakow przez 30 minut przed lub po traktowaniu AS $wiatto lasera moze
wplywac ,,ochronnie” na poziom uszkodzen somatycznych indukowanych przez mutagen.
Mozliwo$¢ wystgpienia tego efektu potwierdzajg kombinacje AS z 90 i 120 minutowym
naswietlaniem dla ktérych obserwowano wzrost istotnych warto$ci kontrastu
wskazujacych na wystapienie ipogliebienie si¢ redukcji wartosci badanych cech. Na
korzy$ci wynikajagce z stosowania kombinacji taczonych (poziom uszkodzen
somatycznych i czestotliwo$¢ mutacji) wskazujg autorzy stosujac Swiatto lasera z promie-
niami jonizujacymi (Avremenko i Volodin, 1989), chemomutagenami (Dudin, 1989;
Plesnik, 1993) i fitohormonami (Ehrenbergerovai in., 1990). Najwyzsze, dodatnie i istotne
warto$ci kontrastu w kombinacjach taczonych obserwowano dla odmiany Boss, nizsze dla
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odmian Rudzik i Rambo. Wskazuje to zro6znicowang reakcj¢ odmian na zastosowane
kombinacje i wieksza wrazliwo$¢ odmiany Boss anizeli pozostatych na dziatanie AS
i Swiatla lasera.

Tabela 4
Ocena i wyniki testowania poréwnan miedzy dawkami azydku sodu i lasera dla masy ziarna z klosa
The estimation and results of comparison between treatments with sodium azide and laser for grain
weight per spike

Ocena kontrastu dla Warto$¢ statystyczna F
Kontrast Estimation of contrast for tacznie dla odmian
Contrast odmiana — variety F value jointly for all
Boss | Rambo | Rudzik varieties
Laser 30 min. (L1) -0,13 -0,16* -0,06 8,54
Laser 90 min. (L2) 0,13 0,23** 0,16* 18,06
Laser 120 min.(L3) 0,23** 0,26** 0,30** 40,63
Azydek sodu 4mM (AS) 0,56** 0,36** 0,43** 118,58
Kontrola (L1 +AS) 0,20** 0,16* 0,26** 25,47
Control (L2 + AS) 0,43** 0,26** 0,23** 55,30
(L3 +AS) 0,63** 0,36** 0,23** 96,57
(AS +L1) 0,36** 0,13 0,20** 31,11
(AS +L2) 0,43** 0,23** 0,30** 59,33
(AS +L3) 0,63** 0,36** 0,33** 112,87
L1-(L1+AS) 0,33** 0,33** 0,33** 63,49
L1-(AS+L1) 0,50** 0,30** 0,26** 72,23
(L1 +AS) - (AS +L1) 0,16* -0,03 -0,06 0,28
L2-(L2+AS) 0,30** 0,03 0,06 10,16
L2-(AS+L2) 0,30** 0,00 0,13 11,92
(L2 + AS) - (AS +L2) 0,00 -0,03 0,07 0,07
L3- (L3 +AS) 0,40** 0,10 -0,06 11,92
L3 - (AS +L3) 0,40** 0,10 0,03 18,06
(L3 +AS) - (AS +L3) 0,00 0,00 0,10 0,63
Wartos$ci krytyczne Foos — Critical values Fo s 3,99
Warto$ci krytyczne Foo; — Critical values Foo; 7,05
* — Istotnos¢ na poziomie a = 0,05 * — Significance at a = 0.05
** — [stotno$¢ na poziomie a = 0,01 ** — Significance at a = 0.01

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowane kombinacje tgczone dla odmiany Boss
wywotaly wigksze zroznicowanie cech roslin pokolenia M; anizeli dla pozostatych odmian.
Potwierdza to silniejsza wrazliwos¢ tej odmiany na zastosowane kombinacje, co
obserwowano rowniez w traktowaniach taczonych MNU z $wiattem lasera (Rybinski,
2001). Wskazuje to na role materialu wyjéciowego w badaniach nad indukowaniem
mutacji u jeczmienia jarego.

WNIOSKI

1. Swiatlo lasera helowo-neonowego wykazujace biostymulujace wiasciwosci przy
krotkich czasach naswietlania (30 minut) wywierato ,,ochronny” wptyw w traktowa-
niach taczonych z AS na poziom uszkodzen somatycznych u roslin M1 wywotanych
dziataniem mutagenu.
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2. Zastosowanie biostymulacyjnej dawki §wiatta lasera przed, a zwlaszcza po dzialaniu
mutagenu, poprawiato ptodno$¢ roslin w poréwnaniu z wylgcznym stosowaniem AS
umozliwiajac otrzymanie wigkszej liczby ziarniakow koniecznych do uzyskania
odpowiednio licznego pokolenia Ma.

3. Poziom uszkodzen somatycznych przy zastosowanych kombinacjach AS i $wiatla
lasera zalezny byl od rodzaju materialu wyjsciowego uzytego do traktowan muta-
gennych. Reakcja odmian we wrazliwosci na zastosowane kombinacje wskazuje na
mniejsza wrazliwo$¢ odmian Rudzik i Rambo, a wyzsza odmiany Boss.
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