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Androgeneza w kulturach pylnikowych
jeczmienia jarego
Androgenesis from spring barley anthers culture

Trzyletnie badania nad androgeneza w kulturach pylnikowych in vitro 11 odmian i 5 mieszancow F1
jeczmienia jarego daly zréznicowane wyniki dotyczace zdolnosci do androgenezy wérdd tych genotypdw.
Potwierdzono zalezno$¢ genotypowa w procesie androgenezy i zalezno$¢ zdolnosci do androgenezy
poszczegdlnych genotypow od pozywki. Zastosowano cztery pozywki indukujace (FHGo, FHG1, BAC,,
BACs) i dwie pozywki regeneracyjne (FHGR1, FHGR2). W pierwszym roku badan procent
zregenerowanych ro$lin zielonych wynosit dla genotypu F116 — 5%, F1471 — 5%, F1463 — 1,2% i dla
odmiany Haisa — 2%. Pozostate genotypy zregenerowaly w rosliny albinotyczne. Zauwazono wérod
genotypow mieszancowych F1 wplyw rodliny matecznej na zdolno$¢ do androgenezy. W drugim roku
prowadzonego do$wiadczenia wszystkie badane odmiany wykazaty si¢ dobra reakcja androgeniczna (25%
pylnikow tworzacych kalus), jednakze regeneracja uzyskanych kalusow byta staba. Otrzymano jedynie 2
zielone rosliny z pylnikow odmiany Olga. W trzecim roku badan uzyskano 5 zielonych roslin z odmiany
Krona i 1 zielong ro$ling odmiany Olga. Odmiana Haisa nie powtorzyta wyniku androgenezy z pierwszego
roku badan. Na tej samej pozywce indukujacej i regeneracyjnej wyrosty jedynie rosliny albinotyczne.
Oceniono, ze pozywki: FHGo i BACs okazaly si¢ lepsze w indukowaniu procesu androgenezy od pozywek
FHG: i BAC4. Natomiast migdzy pozywkami regeneracyjnymi FHGR1 i FHGR2 nie zanotowano roznic.

Stowa kluczowe: androgeneza in vitro, Hordeum vulgare L., jeczmien, kultury pylnikowe

Three-years study on androgenesis in anther cultures of 11 cultivars and 5 F1 hybrids of spring barley
demonstrated in different androgenesis ability of the investigated forms. The genotype dependent
androgenesis ability and the genotype x medium interaction were confirmed. Four induction media (FHGo,
FHG1, BACs, BACs) and two regeneration media (FHGR1, FHGR2) were applied. In the first year of study
the following percentages of regenerated green plants were recorded for the genotypes: F1 16 — 5%, F1 471
— 5%, F1463 — 1,2% and for the cultivar Haisa — 2%. The remaining genotypes regenerated into albino
plants. Among the hybrid genotypes an influence of mother plant on androgenesis ability was observed. In
the second year of study all the cultivars showed good androgenesis response (25% responding anthers),
however regeneration of calli was poor: only 2 green plants was obtained from the cultivar Olga. In the third
year 5 green plants from the cultivar Krona and 1 from the cultivar Olga were obtained. The result of
androgenesis in the cultivar Haisa from the first year was not repeated — only albino plants regenerated.
Furthermore, among the applied media the FHGo and BACs proved to be more favorable than the FHG1 and
BAC: in androgenesis induction, whereas there were no differences in effect of the regeneration media
FHGR1 and FHGR2.

Key words: androgenesis in vitro, anther culture, barley Hordeum vulgare L.
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WSTEP

Wytwarzanie ro$lin haploidalnych in vitro stosuje si¢ w programach hodowlanych do
produkcji homozygotycznych linii o korzystnych cechach z heterozygotycznych geno-
typdw w czasie krotszym niz przy uzyciu klasycznych metod (Kuhlmann i Foroughi-Wehr,
1989; Kasha i in., 1995). U jeczmienia rosliny haploidalne uzyskuje si¢ badz droga
androgenezy — technikg kultur pylnikowych lub izolowanych mikrospor, badz technika
eliminacji chromosomoéow w krzyzéwkach oddalonych (metoda "Bulbosum") (Kao, 1988;
Szarejko, 1994). Kultury pylnikowe in vitro sg jedng z najbardziej obiecujgcych metod
umozliwiajacych szybkie 1 wydajne otrzymywanie roslin haploidalnych (Karska, 1998).
Gltéwnym problemem zwigzanym z technikg kultur pylnikowych u zbdz jest zaleznos¢
procesu androgenezy od genotypu (Devaux i in., 1993). W przypadku jeczmienia dla
odmiany "Igri" — modelowej w androgenezie — uzyskano kilkaset zielonych roslin na
100 pylnikdéw, podczas gdy w badaniach nad innymi formami czgstotliwos$ci te nie
przekraczaty od kilku do kilkunastu procent, badZ regeneracja w ogodle nie nastgpita
(Luckett, Smithard, 1992). Dodatkowym problemem jest wystgpowanie wsrod andro-
genicznych regenerantéw licznych roslin albinotycznych, ktore powstajg na skutek zmian
w ultrastrukturze chloroplastow, majacych miejsce w trakcie hodowli in vitro (Mouritzen
i Holm, 1994). Zalezno$¢ procesu androgenezy od genotypu rosliny i od stosowanej
pozywki, problem z regeneracja ro$lin zielonych, a takze niejednokrotnie r6zny stopien
ploidalnosci uzyskanych regenerantow sugeruja, ze nalezy wciaz udoskonala¢ metode
kultur pylnikowych. Metoda ta daje zadowalajace rezultaty, wowczas gdy bada sie wigksza
liczbe réznych genotypow, modyfikuje pozywki i warunki prowadzenia kultury (Lezin i
in., 1996; Szarejko, 1994). Wspoéldziatanie genotypow z pozywka oraz wysoka czgstosé
roslin bezchlorofilowych wcigz stanowig ograniczenie w stosowaniu metody kultur
pylnikowych do produkcji cennych haploidéw (Foroughi-Webhri in., 1982; Larsen i in.,
1991; Ghaemi i in., 1995; Lezin i in., 1996; King i Kasha, 1997).

Pomimo wielu badan nad optymalizacja tej techniki nie uzyskano metody uniwersalnej,
dajacej zadowalajace wyniki dla kazdej odmiany. Ciagle istnieje wiele odmian, dla ktorych
otrzymanie linii podwojonych haploidow droga androgenezy nie powiodlo sig.

Dlatego tez celem niniejszej pracy byla ocena zdolnosci do androgenezy wsrod
wybranych genotypoéw jeczmienia jarego i ocena przydatnosci zastosowanych pozywek
indukujacych i regeneracyjnych.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowito 11 odmian i 5 mieszancéw Fi jeczmienia jarego badanych
przez trzy lata (1997-1999), zréznicowanych pod wzgledem cech morfologicznych i
uzytkowych. W pierwszym roku badania nad androgeneza w kulturach pylnikow
przeprowadzono na o$miu genotypach jeczmienia jarego. Byly to trzy odmiany: Haisa,
Golden Promise i Start oraz 5 mieszancow F1, wywodzacych si¢ z tych odmian. Rodowod
tych mieszancéw zamieszczono w tabeli 1.
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W drugim roku do zapoczatkowania kultury pylnikow uzyto o$miu innych odmian
jeczmienia jarego, rowniez zroznicowanych pod wzgledem morfologicznym i uzytkowym.
Odmian¢ Haisa potraktowano jako odmiang¢ modelowg (ok. 2 zielone ro$liny na 100
wylozonych pylnikéw). Na podstawie wynikow uzyskanych w latach 1997-1998 do
dalszych prac wybrano pie¢ odmian (w tym odmiana Haisa) o najlepszych zdolno$ciach
androgenicznych. Rosliny donorowe rosty w warunkach polowych w Zaktadzie Roslin
Zbozowych Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Krakowie, w standardowych
warunkach uprawy i nawozenia. Z kazdego poletka pobierano ktosy, zawierajace pylniki z
mikrosporami w fazie $rednio i pozno jednojadrowej. Sciete klosy podzielono na dwie
grupy. Jedna grupe poddano dziataniu niskiej temperatury (4°) przez 14 do 21 dni, a drugiej
grupy nie chtodzono. W kazdym ktosie oznaczano stadium rozwoju mikrospory, badajac
pod mikroskopem preparaty rozgniatane i barwione acetocarminem.

Po zewnetrznej dezynfekcji ktosow 70% etanolem w aerozolu preparowano pylniki i
umieszczano je na szalkach o $rednicy 60 mm (okoto 50 pylnikow/szalka) na statej
pozywce do indukcji androgenezy. W pierwszym roku badan uzywano pozywki FHG
(Hunter, 1987) zmodyfikowanej dodatkiem 2mg/l auksyny NAA (wlasna modyfikacja
oznaczona jako FHGp). W drugim roku zastosowano dwie pozywki indukujace FHG i
BAC; (wedlug Szarejko i Kasha, 1991): obie z takim samym sktadem hormondéw wzrostu:
2 mg/l NAA i 1 mg/l BAP, zestalone agarozg, wedlug wlasnej modyfikacji — oznaczone
odpowiednio jako FHG; i BAC4. W trzecim roku badan powtorzono pozywke indukujacg
FHGo, a jako drugg zastosowano pozywke BACs zmodyfikowang przez uzycie auksyny
IAA do ilosci 1,5 mg/l (BACs).

Po 3 tygodniach inkubacji w temperaturze 28°C w ciemnos$ci pojawiajgce si¢ 2—4mm
wielkosci struktury embrioidalne przenoszono w réwnych ilo§ciach, niezaleznie od
pozywki indukujacej, na pozywki regeneracyjne na bazie pozywki FHG: pozywka FHGR1
z hormonami wzrostu (auksyna NAA-1,4 mg/l i cytokinina BAP-0,4 mg/l) i pozywka
FHGR2 bez hormonow wzrostu. Regeneracja nastepowata w temperaturze 20°C przy cyklu
dobowym 16 h/8 h i natezeniu $wiatta 40 uE/m?. Uzyskane zielone regeneranty
wysadzano do gleby i hodowano w warunkach szklarniowych. Oceniano indukcje
androgenezy jako ilo$¢ pylnikéw reagujacych na 100 wytozonych pylnikéw. Wydajnosé
androgenezy mierzono liczbg struktur embrioidalnych w przeliczeniu na 100
inkubowanych pylnikow. Wydajno$¢ regeneracji oceniano na podstawie liczby roslin
zielonych i albinotycznych na 100 inkubowanych pylnikéw albo na 100 otrzymanych
androgenicznych embrioidow.

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 przedstawiono ogo6lng wydajno$¢ androgenezy i regeneracji roslin
jeczmienia jarego w kulturach pylnikowych przy zastosowaniu pozywki indukujacej FHGo
i pozywek regeneracyjnych: FHGR1, FHGR2 dla 3 odmian i 5 wywodzacych si¢ z nich
mieszancow pokolenia Fi.
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Tabela 1
Ogolna wydajno$¢ androgenezy i regeneracji roslin jeczmienia jarego w kulturach pylnikowych przy
zastosowaniu pozywki indukcyjnej FHGo i pozywek regeneracyjnych: FHGR1, FHGR2
The effect of FHGo induction medium and FHGR1, FHGR?2 regeneration media on calli induction and
plant regeneration from spring barley anther culture

Genotyp Liczba |% pylnikdw Liczba kalusow/ Pozywka Liczba zregenerowanych roélin na
Genotype wylozonych | tworzacych | embrioidéw na 100 | regeneracyjna| 100 inkubowanych pylnikdw.
pylnikéw kalus  |inkubowanych pylnikéw| Regeneration |No. of regenerated plant lets per 100
No.of  |Responding |Calli/ embryoids per 100|  medium anthers plated
anthers anthers anthers plated Zielone | Albinotyczne | Razem
plated (%) Green Albino Total
Haisa 890 21,8 22,5 FHGR1 0,9 9,8 10,7
FHGR2 1,0 3,5 45
463 830 14,6 18,1 FHGR1 0 0,4 0,4
(F1467 x Haisa) FHGR2 1,2 13 25
464 (F, 468 x 240 6,3 8,5 FHGR1 0 2,9 2,9
Haisa) FHGR2 0 38 38
Start 680 12,0 13,4 FHGR1 0 0 0
FHGR2 0 0 0
280 12,5 12,5 FHGR1 0,7 5,0 57
16 (F, 367 x Star) FHGR2 46 14 6,0
250 2,8 2,8 FHGR1 0 1,2 1,2
21(F: 369 x Start) FHGR2 0 2.4 2.4
Golden Promise 750 75 8,0 FHGR1 0 0,9 0,9
FHGR2 0 0,8 0,8
471(F1 466 x 400 8,8 10,0 FHGR1 15 0 15
Golden Promise) FHGR2 3,0 0,3 33
Srednia 4320* 10,8 12,0 FHGR1 04 2,5 2,9
Mean FHGR2 1,2 1,7 2,9

* Catkowita liczba wytozonych pylnikow
* Total number of plated anthers

Okazato si¢, ze najlepsza zdolno$cia do androgenezy odznaczaty si¢ odmiana Haisa
oraz jej mieszaniec 467 x Haisa. U tej odmiany 21,8% wytozonych pylnikow tworzyto
kalus, a 22,5% dawato embroidy i kalusy W przypadku mieszanca liczba reagujacych
pylnikow i liczba otrzymanych kalusow byta nizsza i wynosita odpowiednio 14,6 1 18,1%.
Drugi mieszaniec wywodzacy si¢ z odmiany Haisa odznaczal si¢ wyraznie slabsza
zdolno$cig do androgenezy — z pylnikéw tych roslin 6,3% tworzylo kalus, a 8,3%
embrioidy. Podobne zjawisko obserwowano w przypadku odmiany Start, u ktorej kalusy
tworzylo 12,0% pylnikdw, natomiast u innych jej mieszancow; (369 x Start) reagowato
tylko 2,8% pylnikow, oraz (367 x Start) 12,5% pylnikow. Dla mieszancow 16 1 471 w
wyniku regeneracji ze 100 wylozonych pylnikéw otrzymano 5 zielonych roslin, dla
odmiany Haisa 2 zielone ro$liny i dla jej mieszanca; 463 — 1,2 zielone ro$liny. Pozostale
genotypy zregenerowaly w rosliny albinotyczne. Z pylnikéw odmiany Start nie uzyskano
ros§lin. Natomiast zdolnoscig do androgenezy wykazaly si¢ jej mieszance, przy czym
mieszaniec 16 dawat rosliny zielone, a 21 tylko albinotyczne.

Uzyskane wyniki zdajg si¢ potwierdza¢é mozliwos$¢ dziedziczenia zdolnosci do
androgenezy i regeneracji zielonych roslin u jeczmienia, ktora sygnalizuje w swoich
pracach Devaux i Zivy (1994). Réznice w iloéci reagujacych pylnikow oraz w ilosci
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uzyskanych roslin zielonych i albinotycznych, obserwowane przy tej samej formie
ojcowskiej, ale r6znych formach matecznych, sugerujg silny wptyw rosliny matecznej na
zdolno$¢ do androgenezy, jednak wyjasnienie tego zjawiska wymagaloby podjecia
dodatkowych badan i wykraczato poza ramy niniejszej pracy.

Na podstawie wyznaczonych $rednich i wariancji ilosci zregenerowanych ro$lin
zestawionych w tabeli 1 a, mozna stwierdzi¢, ze przy rownych Srednich (3,33) wariancja
iloéci regenerantow na pozywce FHGR1 jest znacznie wigksza (13,75) od wariancji ilo$ci
regenerantow na pozywce FHGR2 (2,78). Swiadczy to o istotnej interakcji miedzy
zastosowang pozywka regeneracyjng a badanymi genotypami. Porownanie liczby roslin na
pozywkach FHGR1 i FHGR2 wykazalo, ze wiecej roslin zielonych wyrosto na pozywce
FHGR2 (bez hormonow wzrostu). Na pozywce FHGR1 zregenerowalo wigcej roslin
albinotycznych. Obserwacje te sg sprzeczne z danymi Devaux i wsp. (1993) oraz Szarejko
(1994), ktorzy stwierdzili, ze obecno$¢ hormondéw wzrostu w pozywcCe regeneracyjnej
istotnie wptywa na ilo§¢ zielonych ro$lin haploidalnych. Na podstawie tego zjawiska
wysnuto wniosek, ze sktad pozywki regeneracyjnej winien by¢ dobierany dla kazdego
genotypu indywidualnie.

Tabela 1a
Zestawienie Srednich i wariancji iloSci zregenerowanych ro§lin jeczmienia w kulturach pylnikowych
Comparison of means and variances of the regenerated plantlets numbers in the barley anther culture

Pozywka/Genotyp Ilos¢ powtorzen Srednia Wariancja
Medium/Genotype No. of replication Mean Variance
R1 7 3,33 13,75
R2 7 3,33 2,78
Haisa 2 7,60 19,22
463 2 1,45 2,21
464 2 3,35 0,41
16 2 5,85 0,05
21 2 1,80 0,72
Golden Promise 2 0,85 0,01
471 2 2,40 1,62

*Odmiana Start nie zostala umieszczona w tabeli z powodu braku zregenerowanych roslin
*The cultivar Start has not been placed in this table due to the lack of regenerated plants

W drugim roku badan hodowano pylniki pobrane z dziewigciu odmian jeczmienia
jarego, na dwoch pozywkach indukujacych FHG;: i BAC4 i dwoch regeneracyjnych:
FHGR1, FHGR2. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabelach 2 i 2 a. Stwierdzono, ze u
odmiany Haisa procent pylnikéw tworzgcych kalus przy uzyciu pozywek: FHG1 i BAC4
byt poréwnywalny do wyniku na pozywce FHGo (0k.24%). Jednakze procent uzyskanych
kalusow (6%) i zregenerowanych roslin (ok. 1%) okazat si¢ znacznie mniejszy niz w roku
poprzednim. Brak byto takze ro$lin zielonych. Pozostate badane odmiany wykazaly si¢
dobrg reakcja androgeniczng (Srednio 25% pylnikow tworzacych kalus). Dla kazdej z nich
pozywka indukujagca BAC,; okazata si¢ lepsza (29% pylnikow tworzacych kalus) od
pozywki indukujacej FHG1(22,3% pylnikow tworzacych kalus) (tab. 2 a). Obserwowano
rowniez istotng zalezno$¢ procesu androgenezy od genotypu rosliny (tab. 2 a).
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Tabela 2
Ogolna wydajno$¢ androgenezy i regeneracji roslin jeczmienia jarego w kulturach pylnikowych przy
zastosowaniu pozywki indukujacych FHG1, BAC4i pozywek regeneracyjnych FHGR1, FHGR2
The effect of FHG1 BAC4 induction media and FHGR1, FHGR?2 regeneration media, on callous
induction and plant regeneration from spring barley anther culture

Genotyp | Pozywka Liczba |% pylnikdw| Liczba kalusow/ Pozywka Liczba zregenerowanych roélin
Genotype | indukcyjna [wytozonych | tworzacych | embrioidéw na 100 | regeneracyjna| na 100 inkubowanych pylnikéw
Induction | pylnikéw kalus inkubowanych | Regeneration | No. of regenerated plant lets per
medium No.of  |[Responding pylnkéw medium 100 anthers plated
anthers anthers | Calli/embryoids per Zielone | Albinotyczne| Razem
plated (%) 100 anthers plated Green Albino Total
Hai FHG: 450 23,6 55 FHGR1 0,0 0,4 04
aisa BAC. 600 237 05 FHGR?2 00 05 05
Bryl FHG ; 500 37,8 2,0 FHGR1 0,0 2,0 2,0
BAC 4 700 44,1 3,6 FHGR2 0,0 13 13
Olga FHG: 550 17,6 0,7 FHGR1 0,2 0,2 04
BAC 4 750 24,4 0 FHGR2 0,1 0,0 0,1
Krona FHG, 650 11,6 0,2 FHGR1 0,0 0,2 0,2
BAC 4 700 26,7 0,1 FHGR2 0,0 0,0 0,0
Rataj FHG, 600 14,0 0 FHGR1 0,0 0,7 0,7
BAC, 650 18,5 2,6 FHGR2 0,0 0,5 0,5
Rasbet FHG, 700 28,1 0 FHGR1 0,0 0,0 0,0
BAC 4 750 30,4 0 FHGR2 0,0 0,0 0,0
Rabel FHG: 450 40,7 0 FHGR1 0,0 0,0 0,0
BAC 4 350 55,7 0 FHGR2 0,0 0,0 0,0
Atol FHG: 450 9,8 71 FHGR1 0,0 2,2 2,2
BAC 4 550 14,6 0,2 FHGR2 0,0 0,7 0,7
Rodion FHG: 650 13,6 1,7 FHGR1 0,0 3,6 3,6
BAC 4 650 22,0 3.2 FHGR2 0,0 24 24
Srednia FHG, 5000* 22,0 29 FHGR1 0,1 1,2 1,2
Mean BAC 4 5700* 29,0 1,3 FHGR2 0,2 0,7 0,7

* Calkowita liczba wylozonych pylnikow — * Total number of plated anthers

Tabela 2 a
Ilo$¢ reagujacych pylnikow (tworzacych androgeniczny kalus) na 100 wyloZzonych pylnikéw w zaleznoSci
od genotypu i pozywki indukujacej
Androgenetic response of barley anthers, per 100 anthers plated depending on genotype
and induction medium

Genotyp Pozywka indukujaca Srednia
Genotype Induction medium Mean
FHG, | BAC,
Rabel 40,7 55,7 48,5a
Bryl 37,8 44,1 42,0b
Rasbet 28,1 30,4 29,0c
Haisa 23,6 23,7 24,0d
Olga 17,6 24,4 21,0d
Krona 11,6 26,7 19,5 de
Rodion 13,6 22,0 18,0e
Rataj 14,0 18,5 16,5e
Atol 9,8 14,6 125e
Srednia — Mean 22,3 29,0 25,7

NIR=4,0—LSD=4.0
Wartosci $rednie oznaczone tg sama literg nie ro6znig si¢ istotnie przy p = 0,05
Means followed by the same letter were not significantly different at p = 0.05
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Regeneracja uzyskanych kalusow byta jednak staba. Otrzymano tylko 2 zielone rosliny
z pylnikéw odmiany Olga. Z kalusow pozostatych odmian wyrosty rosliny albinotyczne.
Najwiegcej kalusow i zregenerowanych roslin albinotycznych otrzymano z odmiany Rodion
(ok. 11% kaluséw i 6% roslin albinotycznych).

W tabeli 3 zestawiono wyniki androgenezy pigciu odmian jgczmienia jarego, wybra-
nych sposréd dziewieciu odmian badanych w poprzednim roku. Odmiany te charaktery-
zowaly si¢ dobrg zdolnoscig do androgenezy, do ktorej uzyto dwie pozywki indukujace:
FHGoi BACs i dwie pozywki regeneracyjne: FHGR1 i FHGR2. Nie stwierdzono istotnych
réznic pomig¢dzy badanymi pozywkami ani migdzy genotypami. Wszystkie odmiany
bardzo dobrze reagowatly w kulturze pylnikow (ponad 50% pylnikéw tworzacych kalus).

Tabela 3
Ogolna wydajno$¢ androgenezy i regeneracji roslin jeczmienia jarego w kulturach pylnikowych przy
zastosowaniu pozywek indukujacych: FHGo i BACs i pozywek regeneracyjnych: FHGR1, FHGR2
The effect of FHGo and BACs induction media and FHGR1, FHGR?2 regeneration media, on callus
induction and plant regeneration from spring barley anther culture

Genotyp | Pozywka Liczba % pylInikow Liczba Pozywka |Liczba zregenerowanych roélin
Genotype | Indukcyjna [wytozonych| tworzacych |kaluséw/embrioidéw |regeneracyjna na 100 inkubowanych
Induction | pylnikéw kalus na 100 Regeneration pylnikéw.
Medium No.of Responding inkubowanych medium | No. of regenerated plantlets per
anthers anthers pylnikow 100 anthers plated
plated (%) Calli/embryoids per Zielone| Albinotyczne | Razem
100 anthers plated Green Albino Total
Haisa FHGo 1400 51,7 11 FHGR1 0,0 0,4 04
BACs 1350 51,4 0,6 FHGR2 0,0 0,5 0,5
Olga FHGo 1350 49,0 0,0 FHGR1 0,0 01 01
BACs 1300 62,2 1,2 FHGR2 0,2 0,0 0,2
Brvl FHGo 750 52,0 0,3 FHGR1 0,0 0,5 0,5
Y BACs 1150 39,7 2,2 FHGR2 0,0 1,0 1,0
Krona FHGo 700 56,6 0,0 FHGR1 0,3 1,6 1,9
BACs 1100 66,7 22,6 FHGR2 0,2 1,6 18
Rodion FHGo 1250 62,2 4,0 FHGR1 0,0 14 14
BACs 1150 63,5 0,2 FHGR2 0,0 0,7 0,7
Srednia FHGo 5450* 54,4 11 FHGR1 0,3 0,8 0,9
Mean BACs 6050* 56,8 54 FHGR2 0,2 0,8 0,8

* Catkowita liczba wytozonych pylnikow
* Total number of plated anthers

Odmiana Haisa nie powtorzyla wyniku androgenezy z pierwszego roku badan na tych
samych pozywkach indukujacej FHGo i regeneracyjnych FHGR1 i FHGR2. Ponad 50%
reagujacych pylnikow dato 1,1% kaluséw, a w wyniku regeneracji wyrosty jedynie rosliny
albinotyczne. Natomiast odmiana Krona wyrdznila si¢ sposrod innych odmian, gdyz z
pylnikéw tej odmiany uzyskano na pozywce BACs 22,6% embrioidow, z ktorych
zregenerowato pie¢ zielonych roslin. U odmiany Olgi podobnie jak w roku poprzednim z
1% kaluséw zregenerowano jedng zielong ro$ling.

W ciagu trzyletnich badan nad androgeneza u jeczmienia jarego stosowano cztery
rodzaje pozywek indukujacych: FHGo, FHG1, BAC,, BACs wedtug wlasnej modyfikacji.
Po przeprowadzeniu analizy wariancji, indukcji androgenezy na tych pozywkach dla pigciu
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genotypow jeczmienia, stwierdzono istotne réznice migdzy kombinacjami pozywek
stosowanymi w latach 1998-1999 (tab. 4). Pozywki FHGo i BACs okazaty si¢ znacznie
lepsze w indukowaniu procesu androgenezy (uzyskano ponad 50% pylnikéw reagujacych)
od pozywek FGHi i BACs (ok. 25% pylnikow reagujacych). Przy porownywalnych
$rednich, dotyczacych ilosci reagujacych pylnikow dla ww. kombinacji pozywek, znaczne
roéznice w wariancjach sugeruja o zaleznosci badanych genotypow od stosowanej pozywki.

Tabela 4
Zestawienie $rednich i wariancji dla indukcji androgenezy (% pylnikow reagujacych)
na poszczegélnych pozywkach indukujacych: FHGo, BACs FHG1, BAC4
Means and variances for effect of the induction media: FHGo, BACs, FHG1, BAC4 on percentage of
responding anthers

Pozywka Srednia Wariancja
Medium Mean Variance
FHGo 58,8 96,7
BACs 56,8 1247
FHG, 21,2 109,2
BAC, 27,6 59,3

NIR=114—1LSD=114

W tabeli 5 zestawiono $rednie warto$ci zregenerowanych roslin (zielonych i albino-
tycznych) na 100 embrioidow uzyskanych z pylnikow 13 genotypow jeczmienia jarego,
przy uzyciu dwoch pozywek regeneracyjnych: FHGR1, FHGR2 (analiza danych z trzech
lat badan). Analiza wariancji nie wykazata roznic migdzy zastosowanymi pozywkami.
Stwierdzono natomiast istotne réznice miedzy genotypami.

Tabela 5
Hlo$¢ zregenerowanych roslin jeczmienia (zielonych i albinotycznych) na100 androgenicznych
embrioidéw w zaleznosci od genotypu
Barley plants regenerated from 100 androgenetic embryos depending on genotype

Genotyp Pozywka regeneracyjna Srednie
Genotype Regeneration medium Means
FHGR1 | FHGR2
Krona 6 7 6,5%
463 2 14 8,02
Golden Promise 10 10 10°
Olga 16 11 13,52
Atol 30 12 21,0
471 15 33 24,07
Haisa 38 16 27,0%
Rodion 35 20 27,5%
Bryl 23 34 28,5%
Rataj 23 35 29,0%
464 35 45 40,0®
16 45 48 46,5
21 42 85 63,5%°
Srednia — Mean 24,6 28,5

NIR =195 —LSD =195
Wartosci $rednie oznaczone ta samg litera nie roznia si¢ istotnie przy p = 0,05
Means followed by the same letter were not significantly different at p = 0.05
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze zregenerowane rosliny z tkanki kalusowej w
wigkszo$ci byly albinotyczne. Problem roslin bezchlorofilowych, wsrod regenerantéw
roslin zbozowych uzyskanych droga kultur pylnikowych, jest wcigz aktualny (Wedzony,
1999). Duza liczba roslin albinotycznych uzyskanych w procesie androgenezy droga
posrednig poprzez kalus moze wynika¢ z nieprawidlowego tworzenia chloroplastow.
Caredda i wsp. (1999) podaja, ze w trakcie rozwoju androgenicznych zarodkdw jeczmienia
bezposrednio z mikrospor ponad 30% plastydow wykazato nienormalnosci w budowie.
Natomiast podczas rozwoju androgenicznych zarodkow poprzez tkanke kalusowa
nieprawidlowo wyksztatconych plastydow byto ponad 50%. Badania przeprowadzone nad
androgeneza u jeczmienia jarego dowodza, ze proces ten uzalezniony jest od wielu
czynnikow: genetycznych, stanu fizjologicznego roslin matecznych, wtasciwego stadium
rozwoju mikrospor w wyktadanych pylnikach, warunkow prowadzenia kultury pylnikow,
sktadu stosowanych pozywek (Hunter, 1987; Szarejko, 1994; Géralski i in., 1999), co moze
w pewnym stopniu wyjasnia¢ problemy z uzyskaniem haploidow ta drogg. Zdaniem
Devaux i wsp. (1993) oraz Immones i Anttila (1999) dlugotrwate (21-28 dni)
przetrzymywanie klosow w temperaturze 4°C przed wylozeniem pylnikow na pozywke
jest czynnikiem stymulujgcym dla genotypoéw o niskiej zdolnosci do androgenezy. W
przeprowadzonym doswiadczeniu dziatanie chtodu na ktosy okazalo si¢ nieistotne w
inicjowaniu procesu androgenezy. Zauwazono jednak, ze badane genotypy roznie
reagowaty na dtugos¢ okresu chtodzenia, co jest zgodne z doniesieniami Luckett i Darvey,
(1992). Mimo zaobserwowanych trudnosci, mozliwo$¢ wykorzystania wytworzonych
ro$lin haploidalnych w praktyce sprawia, ze badania w tym zakresie powinny by¢
prowadzone z uzyciem nowych ciekawych genotypow.

WNIOSKI

1. W wyniku zastosowanej metody kultur pylnikowych (pozywki, warunki prowadzenia
kultury) stwierdzono, ze przebadane genotypy znacznie rdéznily si¢ mig¢dzy soba
zdolno$cia do androgenezy.

2. Potwierdzono zalezno$¢ zdolnosci do androgenezy poszczegdlnych genotypow od
pozywki w procesie androgenezy, co stanowi utrudnienie w opracowywaniu wydajnej
metody wytwarzania ro$lin haploidalnych.

3. Odmiana Haisa wybrana po pierwszym roku badan jako odmiana o dobrych
zdolno$ciach androgenetycznych (2% zielonych roslin haploidalnych) stabo reagowata
w latach nastepnych (ro$liny albinotyczne). Swiadczy to o tym, ze na zainicjowanie
procesu androgenezy maja wptyw oprocz pozywki rowniez inne czynniki m.in. stan
fizjologiczny roslin donorowych.
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