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Otrzymywanie podwojonych haploidow
Z mieszancoOw ozimych 1 jarych pszenzyta
z zastosowaniem kolchicyny w kulturach

pylInikowych =

Doubled haploid production of winter and spring triticale hybrids using
colchicine in anther cultures

Celem pracy byto podwyzszenie efektywnosci otrzymywania podwojonych haploidow w kulturach
pylnikowych 6 form mieszancowych pszenzyta ozimego i 6 form jarych poprzez zastosowanie
kolchicyny w pozywce indukujacej androgenezg. Modyfikowano stezenie kolchicyny 1 czas
traktowania (0,1 mg/l lub 1,0 mg/l kolchicyny odpowiednio przez 24, 48 i 72 godziny) w ptynnej
pozywce C17. Stwierdzono, ze optymalnymi parametrami zastosowania kolchicyny byly stgzenia 1,0
mg/l przez 24 godziny oraz 0,1 mg/l przez 48 godzin. Na podstawie analiz cytometrycznych, w tych
warunkach stwierdzono zwigkszenie liczby roslin o podwojonej liczbie chromosoméw. Wynik ten
obserwowano u 6 form ozimych ($rednio 66,2%) oraz u 2 form jarych ($rednio 52,7%), w pordwnaniu
z warunkami kontrolnymi na pozywce bez kolchicyny, w ktorych uzyskano okoto 30% podwojonych
haploid6w.

Stowa kluczowe: kolchicyna, kultury pylnikowe, podwojone haploidy, pszenzyto ozime i jare

The aim of this work was to increase the efficiency of doubled haploids production in anther
cultures of 6 winter and 6 spring triticale hybrids. The colchicine concentration and the time of its use
(0.1 mg/l or 1.0 mg/I colchicine, for 24, 48 and 72 h, respectively) in androgenesis inducing C17 liquid
medium were modified. It was found that the optimal parameters of colchicine treatment were 1.0 mg/I
for 24 hours, and 0.1 mg/l for 48 hours. Based on flow cytometry analysis, in those conditions an
increase in a number of doubled haploids was observed. The increase was observed in 6 forms of winter
(average 66.2%) and 2 forms of spring triticale (average of 52.7%), as compared to control conditions
(the C17 medium without colchicine), producing of about 30.0% of doubled haploids
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WSTEP

Zadaniem hodowli ro$lin jest tworzenie nowych odmian, bardziej plennych i o polep-
szonych cechach uzytkowych. Jest to proces dtugotrwaty i wynosi u pszenzyta od 10 do 12
lat. W hodowli konwencjonalnej zarejestrowanie nowych odmian jest poprzedzone
kilkuletnim procesem homozygotyzacji, w celu otrzymania wyréwnanych materiatow.
Czesto rejestracja wyprowadzonych materialdow jako nowych odmian, pomimo
korzystnych wartosci gospodarczych nie zawsze jest mozliwa ze wzglgdu na nie-
dostateczne wyréwnanie. Zmienno$¢ rekombinacyjng na poziomie gametycznym mozna
utrwali¢ w krotkim czasie, wykorzystujac haploidalne stadium roéliny dla uzyskiwania
calkowicie homozygotycznych linii z heterozygotycznego materiatu. Zastosowanie
metody kultur pylnikowych stwarza mozliwo$¢ regeneracji haploidalnych roslin w pro-
cesie indukowanej androgenezy. U pszenzyta haploidy oraz podwojone haploidy uzyskuje
si¢ najczesciej poprzez androgeneze z wykorzystaniem kultur pylnikowych (Gonzales i in.,
1997; Ponitka i in., 1999; Tuvesson i in., 2000; Arzani i Darvey, 2002; Slusarkiewicz-
Jarzina i Ponitka, 2003; Wedzony, 2003; Lantos i in., 2014). Androgeneza jest procesem,
podczas ktorego w pylnikach hodowanych na pozywce nast¢puje zmiana kierunku rozwoju
mikrospor wykazujacych zdolno$¢ do regeneracji roslin. Dotychczas dla podniesienia
efektywnosci indukcji procesu androgenezy i regeneracji zielonych roslin w kulturach
pylnikowych pszenzyta stosowano miedzy innymi stresy termiczne przed wylozeniem
pylnikow na pozywke, modyfikacje sktadu pozywek indukujacych i regeneracyjnych
dotyczace gtdéwnie zawartosci cukrow, substancji wzrostowych oraz witamin (Sharmai in.,
1982; Hassawi i Liang, 1990; Hassawi i in., 1990; Karsai i in., 1994; Slusarkiewicz-Jarzina
i Ponitka, 1997; Ponitka i in., 1999; Immonen i Robinson, 2000; Tuvesson i in., 2000;
Gonzélez i Jouve, 2000, 2005; Arzani i Darvey, 2002; Lantos i in., 2014; Slusarkiewicz-
Jarzina i Ponitka, 2014). Androgeniczne rosliny uzyskane metodg kultur pylnikowych
najczesciej sg haploidami, ale wystepuja rowniez spontanicznie podwojone haploidy lub
aneuploidy (Muranty i in., 2002; Warzecha i in., 2005; Oleszczuk i in., 2011; Ponitka i
Slusarkiewicz-Jarzina, 2011). Liczbe chromosomoéw roslin haploidalnych mozna podwoié
stosujac rozne zwiagzki indukujace, jak kolchicyna (Redha i in., 1998; Arzani i Darvey,
2001; Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka, 2003; Oleszczuk i in., 2004), oryzalina, trifluoralin
(Wan i in., 1991), czy kofeina (Thomas i in., 1997), przy czym najczesciej stosowana jest
kolchicyna. W procesie podwajania liczby chromosoméw roslin haploidalnych pszenzyta
najczesciej prowadzi si¢ kolchicynowanie w warunkach in vivo, poprzez zanurzenie
haploidalnych ro§lin zielonych, uzyskanych w wyniku regeneracji struktur
androgenicznych otrzymanych badz z zastosowaniem kultur pylnikowych czy tez kultur
izolowanych mikrospor, w roztworze kolchicyny o stezeniu 1000 mg/l (Slusarkiewicz-
Jarzina i Ponitka, 2003; Wirschum i in., 2012). Z uwagi na toksyczny charakter
odczynnika, jego wysokie stezenie oraz stosowane stosunkowo duze objetosci, w roznych
osrodkach na $wiecie podejmowano proby zmian procedury kolchicynowania, polegajace
na dodawaniu induktora w pierwszych etapach androgenezy i w mniejszym st¢zeniu;
szczegolng uwage zwracano na efektywnos¢ otrzymywania roslin zielonych w odniesieniu
do liczby wytozonych pylnikéw lub izolowanych mikrospor, porownujac do warunkow
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kontrolnych, bez stosowania kolchicyny w pierwszych etapach androgenezy. Arzani i
Darvey (2001), prowadzac androgeneze metoda kultur pylnikowych, do pozywki MC17
indukujgcej powstawanie struktur androgenicznych, dodawali kolchicyng w stezeniu
400 mg/l, a takze dimetylosulfotlenek (DMSO) w stezeniu 1,5%, przy inkubacji przez 72
godziny; w tych warunkach nie uzyskano zwigkszonej liczby ro$lin DH, ani roslin
zielonych, w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Natomiast Wirschum i in. (2012),
stosujac metode izolowanych mikrospor testowali dodawanie kolchicyny do pozywki
indukujacej NBP99 w trzech stezeniach, 0,1 mg/l, 0,4 mg/l oraz 2,0 mg/l, odpowiednio
przez 24, 48 i 72 godziny. W prowadzonych od lat badaniach wtasnych, dla otrzymania
roslin DH pszenzyta stosowano z dobrymi rezultatami metode kultur pylnikowych,
prowadzac indukcje struktur androgenicznych w pozywce C17, oraz indukcj¢ podwajania
liczby chromosoméw in vivo (Ponitka i Slusarkiewicz-Jarzina, 2007).

Dla zwigkszenia efektywnosci, obnizenia kosztow, a takze ograniczenia ekspozycji
badacza na dzialanie toksycznego zwigzku w roztworze o wysokim st¢zeniu kolchicyny
(1000 mg/l) rozpoczeto prace majace na celu modyfikacj¢ stosowanej dotad metody
poprzez dodanie kolchicyny w pierwszym etapie procesu androgenezy do pozywki C17.

MATERIAL I METODY

Materialem do$wiadczalnym bylo 6 ozimych form mieszancowych pszenzyta (CT
13001, CT 13073, CT 13139, Bo 2526, Bo 2544, Bo 2626) oraz 6 form jarych (M 417,
M 437, M 443, TJ 14071, TJ 14074, TJ 14088) pochodzacych ze Spotek Hodowli Roslin:
DANKO-Choryn i Strzelce.

Rosliny hodowano w szklarni stosujac doswietlanie przez 8 godzin/ dob¢ w tempera-
turze 22°C w dzien i 17°C w nocy. Scinano pedy z klosami zawierajacymi pylniki
z mikrosporami w stadium jednojadrowym z duza wakuola i umieszczano w roztworze
mikro- i makroelementéw wedtug pozywki N6 (Chu i in., 1975) z dodatkiem auksyny 2,4-
D (kwas 2,4 dichlorofenoksyoctowy) w stezeniu 2,0 mg/l, w temperaturze 4°C, przez 6 dni,
w ciemnos$ci. Pylniki izolowano w sterylnych warunkach i umieszczano w ptynnej
pozywce C17, indukujgcej androgeneze (Wang i Chen, 1983), z dodatkiem kolchicyny w
stezeniu 0,1 mg/l lub 1,0 mg/l, odpowiednio przez 24, 48 i 72 godziny. Wyktadano po
okoto 1500 pylnikow z kazdej formy mieszancowej (200 pylnikow na szalki o $rednicy
6 cm). Pylniki z pozywki zawierajacej kolchicyne przenoszono na pozywke bez kolchicyny
i inkubowano w temperaturze 28°C, w ciemnosci. Androgeniczne struktury hodowano na
pozywece regeneracyjnej 190-2 (Zhuang i Xu, 1983) z dodatkiem kinetyny w stezeniu 1,0
mg/l, w temperaturze 22°C, przy o$wietleniu 80-100 pumoli fotonéw m=2s? przez 12
godzin. W celu regeneracji roslin wszystkie uzyskane struktury androgeniczne (o srednicy
okoto 2 mm) przektadano po 6 tygodniach kultury na szalki o $rednicy 9 cm (po 30 sztuk
na szalke). Poziom ploidalnosci zielonych roslin pszenzyta ozimego i jarego okreslano z
wykorzystaniem cytometru przeptywowego firmy PARTEC. Do badan pobierano
fragmenty lisci z roslin o wysokos$ci okoto 15 cm, rosngcych w ziemi w kontrolowanych
warunkach, w temperaturze 22/17°C, dziet/noc, przy o$wietleniu 200 umoli fotonéw m2s”
1 przez 12 godzin. Poziom indukcji androgenicznych struktur i regeneracji zielonych ro$lin
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okre$lano w stosunku do liczby wylozonych pylnikow, w przeliczeniu na 100.
Efektywno$¢ uzyskiwania roslin o podwojonej liczbie chromosoméw oceniano na
podstawie badania poziomu ploidalnosci zregenerowanych roslin z pozywki C17 z
kolchicyng, w odniesieniu do pozywki kontrolnej, bez kolchicyny.

WYNIKI

Wplyw zastosowania kolchicyny na indukcje¢ androgenezy i regeneracje zielonych

roslin

Wykazano niezaleznie od genotypu pszenzyta ozimego (tab. 1) oraz jarego (tab. 2)
zmnigjszenie efektywnos$ci indukcji androgenezy oraz regeneracji zielonych roslin wraz ze
zwigkszeniem st¢zenia kolchicyny w pozywce C17 (tab. 1 i 2). Na przyktad, dla form
ozimych traktowanych kolchicyng w stezeniu 0,1 mg/l otrzymano tacznie 3708 struktur
i 118 roslin zielonych, natomiast przy zastosowaniu dziesi¢ciokrotnie wyzszego stezenia,
1,0 mg/l lacznie otrzymano 2866 androgenicznych struktur i 87 roslin zielonych.
Zaobserwowano rowniez, niezaleznie od genotypu, spadek efektywnosci indukcji struktur
androgenicznych i regeneracji roslin zielonych ze wzrostem czasu inkubacji pylnikow

w pozywce z kolchicyna, przy czym najwigkszy spadek notowano po 72 godzinach
(tab. 1).

Tabela 1
Efektywnos$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur, zielonych roflin oraz podwojonych haploidéw z 6
mieszancéw pszenzyta ozimego na pozywce C17 z dodatkiem kolchicyny
Frequencies of embryo-like structures, green plants and doubled haploids from 6 winter triticale
hybrids on C17 medium supplemented with colchicine

Zielone ro$liny — Green plants
Czas i stezenic ang}gg';;“igne wszystkie bada”e‘cymmet;;;giy;:d‘cy“’me‘er
Genotyp k_?ilri]h;(%réy pl);llr?izkb(’)aw Androgenic Otrigg Ia ne s haploidy | haploidy |aneuploidy
Genotype concentration No. of anthers structures obtained haploids | doubled |aneuploids
colchicine . m m T L Saploids m
: : 0, : : 0, : 0, : 0,
No. /100 anthers No. % No. | No. % No. % No. %
1 2 3 4 5 6 | 7181910 11] 12 |13 ] 14
kontrola — control 200 460 230,0 10 50 6 4 666 1 167 1 16,7
24h-0,1mg/I 200 403 2015 7 35 3 2 667 1 333 - -
24h-1,0mg/I 200 340 170,0 9 45 3 2 667 1 333 - -
48h-0,1mg/I 200 305 152,5 7 35 3 1 333 2 667 - -
CT 13001 48h-1,0mg/I 200 280 140,0 5 25 3 1 333 2 667 - -
72h-0,1mg/I 200 185 92,5 4 20 3 1 333 2 667 - -
72h-1,0mg/I 200 157 78,5 1 05 1 0 0 1 1000 - -
bez kontroli 1200 1670 1392 33 28 16 7 438 9 563 - -
without control
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c.d. Tabelal
1 [ 2 | 3 [ 4] 5 6] 7 ]8[9] 10 J1u] 12 [13]14
kontrola — control 210 49 21,0 5 24 5 4 800 1 20,0 - -
24h-0,1mg/l 210 30 143 4 19 4 2 500 2 500 - -
24h-1,0mg/I 210 52 248 4 19 4 1 250 3 750 - -
48h-0,1mg/I 210 31 148 5 24 5 2 400 3 600 - -
CT13073  48h-1,0mg/l 210 38 181 0 0 0 0 0 0 0 - -
72h-0,1mg/I 210 7 81 0 0 0 0O 0 ©0 0 -
72h-1,0mg/l 210 0 0 00 0 0 0 0 0 - -
bez kontroli 1260 168 133 13 10 13 5 385 8 615 - -
without control
kontrola — control 220 512 2327 18 81 4 2 500 2 50,0 - -
24h-0,1mg/l 220 540 2455 16 73 4 2 500 2 500 - -
24h-1,0mg/l 220 265 1205 9 41 4 1 250 3 750 - -
48h-0,1mg/l 220 287 1305 6 27 3 0 0 3 1000 - -
CT 13139 48h-1,0mg/l 220 189 89 5 23 3 1 333 2 667 - -
72h-0,1mg/l 220 20 91 2 09 2 0 0 2 1000 - -
72h-1,0mg/l 220 9 41 2 09 2 0 0 2 1000 - -
bez kontroli 1320 1310 992 40 30 18 4 222 14 778 - -
without control
kontrola — control 200 198 990 10 50 7 4 571 2 286 1 143
24h-0,1mg/l 200 203 1015 11 55 7 3 429 4 511 - -
24h-1,0mg/l 200 187 935 8 40 8 3 375 5 625 - -
48h-0,1mg/l 200 170 80 7 35 7 3 429 4 511 - -
Bo 2526 48h-1,0mg/l 200 100 500 5 25 5 2 400 3 600 - -
72h-0,1mg/l 200 54 270 2 10 2 0 0 2 1000 - -
72h-1,0mg/l 200 52 260 2 10 2 0 0 2 1000 - -
bez kontroli
Without control 1200 766 638 35 29 31 11 355 20 645 - -
kontrola — control 220 349 1586 17 77 6 2 333 2 333 2 334
24h-0,1mg/l 220 408 1855 15 68 6 2 333 3 500 1 16,7
24h-1,0mg/l 220 317 1441 10 45 6 1 187 4 667 1 16,6
48h-0,1mg/l 220 260 1182 10 45 6 3 500 3 500 - -
Bo 2544 48h-1,0mg/| 220 179 814 8 36 6 2 500 4 667 - -
72h-0,1mg/l 220 98 445 7 32 5 1 200 4 8,0 - -
72h-1,0mg/l 220 79 359 5 23 5 0 0 4 80 1 200
bez kontroli 1320 1371 1039 55 42 34 7 206 22 647 3 88
without control
kontrola — control 210 318 1514 7 33 5 2 400 2 400 1 200
24h-0,1mg/l 210 319 1519 7 33 5 3 600 2 400 - -
24h-1,0mg/l 210 212 1295 6 29 6 1 187 4 667 1 16,6
48h-0,1mg/l 210 238 1133 5 24 5 2 400 3 600 - -
Bo 2626 48h-1,0mg/I 210 214 1019 5 24 5 1 200 4 800 -
72h-0,1mg/l 210 140 667 3 14 3 0 0 3 1000
72h-1,0mg/l 210 136 648 3 14 3 0 0 3 1000 -
bez kontroli 1260 1319 1047 29 23 27 7 259 19 704 1 37

without control

> — wszystkie analizowane rosliny; total plant analyzed

L. — liczba; No. — number

W przypadku badan 6 form jarych pszenzyta, w tabeli 2. przedstawiono wyniki dla 3
form, M 437, M 443 oraz TJ 14071; z trzech pozostatych form, TJ 14088, TJ 14074, M 417
nie udato si¢ zregenerowac roslin. W genotypach M 437 oraz M 443 stwierdzono, podobnie
jak we wszystkich badanych formach ozimych, spadek efektywno$ci otrzymywania
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androgenicznych struktur i zielonych ro$lin przy wyzszym st¢zeniu kolchicyny (1,0 mg/l)
stosowanym przez 72 godziny. Obserwowano wowczas od 84,3 do 184,8 struktur/ 100
pylnikéw (w zaleznosci od genotypu), srednio 120,0 oraz od 2,5 do 15,6 zielonych roslin/
100 pylnikéw, $rednio 6,8 porownaniu z warunkami kontrolnymi (tab. 2).

Tabela 2
Efektywno$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur, zielonych roslin oraz podwojonych haploidéw z 3
mieszancéw pszenzyta jarego na pozywce C17 z dodatkiem kolchicyny
Frequencies of embryo-like structures, green plants and doubled haploids from 3 spring triticale
hybrids on C17 medium supplemented with colchicine

Zielone rosliny — Green plants
L Struktury . badane-cytometr — analyzed-cytometer
Cf(as 1 stezenie Liczba |androgeniczne wszystkie podwojone
Genotyp o_Ichlcyny pylnikéw | Androgenic otrzymane haploidy haploidy | aneuploidy
Time and total > . .
Genotype concentration No. of structures obtained haploids doubl_ed aneuploids
colchicine anthers haploids
L. /100 1. % L. L. % L. % L. %
No. |anthers| No. No. | No. No. No.
kontrola — control 200 555 2775 20 10,0 6 4 66,7 2 333 - -
24h-0,1mg/I 200 566 2830 21 105 6 2 333 3 500 1 167
24h-1,0mg/I 200 487 2435 15 75 6 3 500 3 500 - -
48h-0,1mg/l 200 409 204,5 16 8,0 6 2 333 4 66,7 - -
M 437 48h-1,0mg/I 200 377 1885 13 6,5 5 1 200 4 800 - -
72h-0,1mg/I 200 258 129,0 9 45 5 2 400 3 60,0 - -
72h-1,0mg/I 200 182 91,0 5 25 5 2 400 3 600 - -
bez kontroli 1200 2279 1899 79 66 33 12 364 20 606 1 30
without control
kontrola — control 210 539 256,7 15 7,1 4 3 750 1 250 - -
24h-0,1mg/I 210 509 2424 16 7,6 4 2 500 2 50,0 - -
24h-1,0mg/I 210 394 187,7 10 4.8 4 3 750 1 250 - -
48h-0,1mg/I 210 370 1762 8 3,9 4 3 750 1 250 - -
M 443 48h-1,0mg/l 210 321 1529 8 3,9 4 3 75,0 1 25,0 - -
72h-0,1mg/I 210 307 1462 4 1,9 3 1 333 2 667 - -
72h-1,0mg/I 210 177 843 5 24 3 1 333 2 66,7 - -
bez kontroli
without control 1260 2078 1649 51 41 22 13 591 9 409 - -
kontrola — control 226 810 3584 39 172 15 10 66,7 5 333 - -
24h-0,1mg/I 224 785 3505 45 201 16 10 625 5 313 1 6,2
24h-1,0mg/I 224 750 3348 42 188 15 10 66,7 5 333 - -
48h-0,1mg/I 224 685 3058 40 179 15 10 667 5 333 - -
TJ 14071 48h-1,0mg/l 224 575 256,7 40 179 15 10 66,7 5 333 - -
72h-0,1mg/I 224 490 2188 35 156 15 8 533 4 26,7 3 20,0
72h-1,0mg/I 224 414 1848 35 156 15 8 533 4 267 3 200
bez kontroli 1344 3699 2752 237 176 91 56 615 28 308 7 77

without control
> — wszystkie analizowane ro$liny; total plant analyzed
L. — liczba; No. — number

Lacznie z trzech genotypOw jarych, stosujac stezenie kolchicyny 0,1 mg/l otrzymano 4379
androgenicznych struktur i 194 rosliny zielone, przy czym po 24 godzinach traktowania
kolchicyng otrzymano 1860 struktur i 82 rosliny, po 48 godzinach 1464 struktury i 64
rosliny oraz po 72 godzinach 1055 struktur i 48 roslin. Natomiast przy stezeniu kolchicyny
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1,0 mg/l otrzymano tacznie 3677 struktur i 173 rosliny (po 24 godzinach traktowania
kolchicyng otrzymano 1631 struktur i 67 roslin, po 48 godzinach 1273 struktury i 61 roslin
oraz po 72 godzinach 773 struktury i 45 roslin). Ogoétem, na pozywki z kolchicyna z trzech
badanych form jarych wytozono 3804 pylnikéw i uzyskano 8056 androgenicznych struktur
(211,7/100 pylnikéw) oraz 367 roslin zielonych (9,7/100 pylnikdw). Natomiast na
pozywke kontrolna bez kolchicyny wytozono 636 pylnikoéw, z ktérych otrzymano 1904
struktury (299/100 pylnikow) oraz 75 roslin (11,8/100 pylnikoéw) (tab. 2).

Whplyw zastosowania kolchicyny na efektywno$¢ otrzymywania roslin DH

Badania wptywu kolchicyny w pozywce C17 na efektywnos¢ otrzymywania roslin DH
wykazaty wzrost efektywnosci otrzymywania ro§lin DH we wszystkich badanych formach,
zarowno ozimych, jak i jarych, przy czym najwyzszy procent otrzymanych ros§lin DH w
stosunku do roélin zielonych uzyskano przy zastosowaniu kolchicyny w stezeniu 1,0 mg/I
przez 72 godziny. W tabeli 3 zamieszczono wyniki analiz cytometrycznych 172 ro$lin
pszenzyta ozimego i 171 jarego. Wsrod 139 roslin zielonych otrzymanych z form ozimych
po zastosowaniu kolchicyny w pozywce C17 stwierdzono 66,2% podwojonych haploidow,
30,9% haploidéw oraz 2,9% aneuploidow, natomiast posrod 146 regenerantow jarych
55,5% byto haploidami, 39% diploidami oraz 5,5% aneuploidami (tab. 3).

Tabela 3
Poziom ploidalno$ci roslin uzyskanych z mieszancéw pszenzyta ozimego i jarego oznaczony
cytometrycznie
Ploidy level of plantsobtained from winter and spring triticale hybrids analyzed using cytometry

Badane ro$liny Haploidy Podwojone haploidy | Aneuploidy
Forma pszenzyta | Warunki do§wiadczenia | Analyzed plants Haploids Doubled haploids Aneuploids
Triticale forms Experimental conditions liczba liczba liczba liczba
% % %
number number number number
bez kolchicyny
Ogodtem ozime without colchicine 3 18 545 10 303 5 15.2
Total winter z kolchicyna
with colchicine 139 43 30,9 92 66,2 4 29
bez kolchicyny
Ogotem jare without colchicine % 17 680 8 320
Total spring z kolchicyna 146 81 555 57 39,0 8 55

with colchicine

W warunkach kontrolnych bez kolchicyny, zar6wno w pszenzycie ozimym jak i jarym
uzyskano odpowiednio tylko 30,3% i 32,0% roslin DH. Wsrod badanych form jarych,
najwigcej podwojonych haploidow w stosunku do ro$lin zielonych obserwowano przy obu
badanych stezeniach, 0,1 oraz 1,0 mg/l kolchicyny przez 72 godziny w formach M 437 i
M 443 (odpowiednio 60,0% i 66,7%). Jednak z uwagi na fakt, ze w tych warunkach
nastepuje znaczny spadek indukcji struktur androgenicznych i regeneracji zielonych ro$lin,
jako optymalne parametry dla uzyskania roslin DH poprzez zastosowanie kolchicyny w
pozywce C17 przyjeto stezenie 1,0 mg/l przez 24 godziny. W tych warunkach notowano
nizsza efektywnos¢ androgenicznych struktur (od 24,8 do 170,0/100 pylnikéw w
zaleznosci od genotypu, $rednio 113,7) i zielonych roslin (od 2,9 do 4,5/100 pylnikow w
zaleznosci od genotypu, $rednio 3,7) w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi (tab. 1 i 2).
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Podobne wyniki otrzymano stosujac kolchicyne w stezeniu 0,1 mg/l przez 48 godzin (tab.
11i2). W tych warunkach notowano od 14,8 do 152,5 struktur/ 100 pylnikoéw (w zaleznosci
od genotypu), $rednio 102,4, oraz od 2,4 do 4,5 zielonych roslin/ 100 pylnikéw, $rednio
3,2. Stosujac stgzenie kolchicyny 1,0 mg/l przez 24 godziny oraz 0,1 mg/l przez 48 godzin
obserwowano podwyzszenie udzialu procentowego podwojonych haploidow wsrod
zielonych regenerantow wszystkich form ozimych, odpowiednio $rednio o 63,2% oraz
82,3%, w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi, w ktorych otrzymano $rednio jedynie
31,5% roslin DH.

DYSKUSJA

Badano wplyw stgzenia kolchicyny dodanej do pozywki C17 indukujacej androgeneze
oraz czasu inkubacji pylnikow w pozywce na efektywnos$¢ indukcji struktur
androgenicznych, regeneracji roslin zielonych oraz otrzymywania ro$lin DH z 6 ozimych
oraz, ostatecznie, z 3 jarych form mieszancowych pszenzyta. Wykazano znaczne
zwigkszenie liczby ro§lin DH u 6 badanych form ozimych i 2 jarych w wyniku
zastosowania kolchicyny w pozywce CI17. Analizujac efektywnos$¢ uzyskiwania
androgenicznych struktur i zielonych roslin ze wszystkich badanych form, wykazano, ze
wyzsze stgzenie kolchicyny, 1,0 mg/l, i dtuzszy czas traktowania pylnikow, 72 godz.,
powodowaty okoto trzykrotne obnizenie indukcji androgenicznych struktur i regeneracji
zielonych roslin zar6wno w formach ozimych jak i jarych. Natomiast $rednia efektywnos¢
otrzymywania podwojonych haploidow na pozywce z kolchicyng byta trzykrotnie wyzsza
u form ozimych (przy parametrach 1,0 mg/l, przez 72 godziny) i dwukrotnie wyzsza u form
jarych (przy wszystkich parametrach) w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi.
Jednoczes$nie, zgodnie z przewidywaniami, na pozywce z dodatkiem kolchicyny zaréwno
w stezeniu 0,1 mg/l jaki 1,0 mg/l obserwowano obnizenie poziomu indukcji
androgenicznych struktur i regeneracji zielonych roslin.

Arzani i Darvey (2001), w do$wiadczeniach z kolchicyng dodang w stezeniu 400 mg/I
do pozywki indukcyjnej MC17 wykazali dziesigciokrotne zmniejszenie efektywnos$ci
uzyskiwania zielonych roslin u wigkszosci badanych form (z 0,6 do 0,06/100 pylnikow).
Ponadto nie obserwowano podwyzszenia liczby roslin DH; wérdéd 14 badanych form
odnotowano $rednio tylko 9,0% spontanicznych podwojen. Wiirschum i in. (2012),
stosujac kolchicyne w trzech st¢zeniach (0,1 mg/l, 0,4 mg/l oraz 2,0 mg/l) przez,
odpowiednio 24, 48, i 72 godziny, obserwowali w ciggu pierwszych godzin hodowli
MIKrospor pszenzyta na pozywce NBP99 (wg Eudes i Amundsen, 2005) podwyzszenie
efektywnosci uzyskania zielonych ro$lin z 48,3% w warunkach kontrolnych do 72% po
uzyciu kolchicyny w stezeniu 0,4 mg/l przez 24 godzin oraz w stgzeniu 0,1 mg/l przez
72 godziny (z 48,3 do 69,5%). Rownoczesnie obserwowali wzrost procentowy ro$lin
DH, np. z 29,2% na pozywce bez kolchicyny, do 50% przy stezeniu kolchicyny 0,4 mg/l
przez 24 godziny.

Sariano i in. (2007) w badaniach prowadzonych w kulturach pylnikowych i kulturach
izolowanych mikrospor pszenicy na pozywce MS3M, stanowigcej zmodyfikowang
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pozywke MS (Hu i Kasha, 1997) wykazali, ze zastosowanie kolchicyny podczas pierw-
szych godzin kultury podwyzszyto okoto trzykrotnie liczbe zregenerowanych zielonych
ros$lin DH w trzech genotypach na cztery badane. Redha i Talaat (2008) stosujac kolchicyne
réwniez w kulturach pylnikowych pszenicy obserwowali obnizenie liczby
androgenicznych struktur u dwdch form na trzy badane: dla formy ICR-4 od 135,4 struktur
na pozywce bez kolchicyny do 33,3/ 100 pylnikow na pozywce z kolchicyng oraz
odpowiednio dla formy V-15 od 132,5do 14,9 struktur/ 100 pylnikéw. Natomiast liczba
ro$lin DH wzrosta w obu formach, odpowiednio od 1,7 i 3,1 do 11,3 i 25,7/ 100 pylnikow.

Wezesniejsze badania wiasne (Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka, 2003; Ponitka i
Slusarkiewicz-Jarzina, 2011; Slusarkiewicz-Jarzina i in., 2014) wykazaty, ze efektywnosé
otrzymywania spontanicznie podwojonych haploidéw pszenzyta na pozywce C17 bez
kolchicyny wynosita, np. u 7 form ozimych w zaleznosci od genotypu, od 29,6 do 75,9%
ro$lin DH ($rednio 57,5%), u 15 form od 17,6 do 80,0% ($rednio 38,0%) spontanicznych
dihaploidow oraz u 6 form jarych od 17,2 do 55,9% ($rednio 35,4%). Rowniez Oleszczuk
iin. (2004) w kulturach izolowanych mikrospor pszenzyta odmiany Bogo stwierdzili tylko
30,8% roslin ze spontanicznie podwojong liczba chromosoméw (w ro6znych
doswiadczeniach od 10,0 do 70,0%).

Poréwnujac efektywno$¢ uzyskiwania spontanicznie podwojonych haploidow z
wynikami prezentowanymi w tej pracy, dotyczacymi efektywnosci otrzymywania roslin
DH pod wplywem kolchicyny w pozywce indukujacej androgeneze stwierdzono, ze
zastosowanie kolchicyny w stezeniachl,0 mg/l przez 24 godziny oraz 0,1 mg/l przez 48
godzin w kulturach pylnikowych pszenzyta powoduje podwyzszenie efektywnosci
otrzymywania ros$lin DH. Ponadto, ze wzgledow ekonomicznych korzystniejsze jest
zastosowanie kolchicyny w pozywce indukujacej androgenezg (w st¢zeniu 0,1 lub 1,0
mg/l), w porownaniu do traktowania roztworem kolchicyny otrzymanych roslin zielonych
w warunkach in vivo (w stezeniu 1000 mg/l). Jednak aby wiarygodnie oceni¢ optacalno$¢
stosowania kolchicyny w kulturach pylnikowych, jako technik¢ alternatywng do
kolchicynowania haploidéw in vivo, autorzy pracy zamierzaja wykona¢ doswiadczenia w
kilku powtorzeniach wybierajac genotypy pszenzyta charakteryzujace si¢ sprawdzona,
wysoka efektywnos$cig indukcji androgenicznych struktur i regeneracji roslin.

WNIOSKI

1. Optymalizacja st¢zenia kolchicyny i czasu traktowania pylnikow w ptynnej pozywce
Cl7 podwyzszyta efektywnos$¢ uzyskiwania podwojonych haploiddw pszenzyta
0zimego i jarego

2. W celu obnizenia kosztoéw uzyskiwania roslin DH pszenzyta nalezy stosowac
kolchicyng w pozywce indukujacej androgenezg; powoduje to znaczne obnizenie
kosztow w poréwnaniu do metody dotad stosowanej, polegajacej na traktowaniu
roztworem kolchicyny ro$li zielonych w warunkach in vivo, poprzez zanurzenie
haploidalnych roslin w roztworze kolchicyny

3. Prezentowane badania sg pilotazowe i dlatego autorzy zamierzaja przetestowac wiecej
kombinacji stezenia kolchicyny i czasu jej stosowania w pozywce indukujacej
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androgenezg¢ pszenzyta w celu zoptymalizowania warunkow dla uzyskiwania wysokiej
efektywnosci podwojonych haploidow
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