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Otrzymywanie spontanicznych 1 indukowanych
linii podwojonych haploidow pszenzyta ozimego
z wykorzystaniem kultur pylnikowych

Production of spontaneous and induced doubled-haploid lines of winter triticale
obtained through anther culture

W kulturach pylnikowych 15 form mieszancowych pszenzyta ozimego badano czestotliwosé
uzyskiwania androgenicznych roslin. Ze wszystkich genotypow otrzymano zielone ro$liny, przy czym
czestotliwos¢ wahata si¢ od 0,4 do 15,2/100 pylnikéw w poszczegolnych genotypach. Dla regeneracji
roslin zastosowano pozywke 190-2 z dwoma stezeniami kinetyny (0,5 lub 1,5 mg/l). Na pozywce
zawierajacej 0,5 mg/l kinetyny otrzymano wigcej zielonych roélin, tj. od 2,5 do 46,7/100
androgenicznych struktur. Poziom ploidalno$ci oznaczono cytometrycznie u 350 roslin i w zaleznosci
od genotypu stwierdzono od 17,6 do 80,0% spontanicznie podwojonych haploidow. Ogodtem uzyskano
80,3% linii DH pszenzyta ozimego, w$rod ktorych byto 38,0% spontanicznie podwojonych haploidow,
natomiast w wyniku kolchicynowania 209 roslin haploidalnych otrzymano 70,8% linii DH.

Stowa kluczowe: haploid, kultury pylnikowe, linie DH, pszenzyto ozime

We investigated the rate of obtaining androgenic plants using anther culture of 15 winter triticale
hybrids. Green plants were obtained from all genotypes, with the frequency ranging from 0.4 to
15.2/100 anthers. The medium 190-2, with two different concentrations of kinetin (0.5 and 1.5 mg/l),
was used for plant regeneration. Higher number of green plants was observed in the case of the medium
with 0.5 mg/l of kinetin (2.5-46.7/ 100 androgenic structures). Ploidy level was determined by flow
cytometry in 350 plants and showed from 17.6 to 80.0% spontaneously doubled haploids, depending
on the genotype. A total of 80.3% of DH lines was obtained, among which 38.0% were spontaneously
doubled haploids, whereas 70.8% of DH lines was obtained from colchicine treatment of 209 haploid
plants.

Key words: haploid, anther culture, DH lines, winter triticale

* Praca wykonana w ramach projektu MRiRW: nr 26-7/2009
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WSTEP

Opracowanie efektywnej metody indukcji androgenicznych struktur w kulturach
pylnikowych, regeneracji zielonych ro$lin, oraz uzyskiwania linii podwojonych haploidow
stwarza mozliwos$¢ skroceniu cyklu hodowlanego pszenzyta ozimego.

Otrzymywanie androgenicznych roslin w kulturach in vitro zalezy mi¢dzy innymi od
sposobu traktowania $cietych kloséw przed wytozeniem pylnikéw na pozywke oraz od
komponentéw pozywek indukujacych i regeneracyjnych (Sharma i in., 1982; Hassawi i
Liang, 1990; Hassawi i in., 1990; Karsai i in., 1994; Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka, 1997;
Ponitka i in., 1999; Immonen i Robinson, 2000; Tuvesson i in., 2000; Gonzalez i Jouvet,
2000, 2005; Arzani i Darvey, 2002). Wsrdd zregenerowanych roslin obserwowano
haploidy, spontanicznie podwojone haploidy oraz aneuploidy (Muranty i in., 2002;
Oleszczuk i in., 2010; Warzecha i in., 2005). Celem podwojenia liczby chromosomow
haploidalnych ros$lin stosowano np.: kolchicyn¢ (Redha i in., 1998), oryzaling, trifluoralin
(Wan i in., 1991), kofeing (Thomas i in., 1997). Najczesciej jednak uzywano kolchicyne,
ktora dodawano do pozywek indukujacych proces androgenezy (Barnabas i in., 1991;
Navarro-Alvarez i in., 1994; Redha i in., 1998; Zamani i in., 2000), do pozywek
regeneracyjnych (Ouyang i in., 1994; Mentewab i Sarrafi, 1997), lub w roztworze dla
traktowania haploidalnych roélin (Arzani i Darvey, 2001; Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka,
2003; Oleszczuk i in., 2004).

Celem pracy bylo badanie wptywu stezenia kinetyny na regeneracj¢ androgenicznych
roslin pszenzyta oraz okreslenie czgstotliwosci otrzymywania podwojonych haploidéw w
kulturach pylnikowych oraz po kolchicynowaniu haploidalnych roslin.

MATERIAL I METODY

Materiatem do§wiadczalnym byto 15 form mieszancowych pszenzyta ozimego (Sz5/09,
Sz9/09, CT08048, CTO08095, CTO08118, CT08203, CT08206, CT08249, CT08251,
CT08266, BK1921, Ts0z400-R, Ts0z401-R, Ts0z402-R, Ts0z403-R) pochodzacych z
czterech Stacji Hodowli Roslin: Szelejewo, DANKO-Choryn, Strzelce, Smolice.

Z roslin rosngcych w szklarni §cinano pedy z ktosami zawierajacymi pylniki w stadium
mikrospor i traktowano roztworem mikro i makroelementéow wg pozywki N6 (Chu i in.,
1975) z dodatkiem 2 mg/l 2,4-D, w temperaturze 4°C przez 7 dni, w ciemnosci. Pylniki
izolowano w sterylnych warunkach i wyktadano na pozywke C17 (Wang i Cheng, 1983) z
dodatkiem 90 g/l maltozy. Kultury pylnikowe inkubowano w temperaturze 28°C, w
ciemnosci, natomiast androgeniczne struktury hodowano na pozywce regeneracyjnej 190-
2 (Zhuang i Xu, 1983) zawierajacej 0,5 mg/l kinetyny (KIN) + 0,5 mg/l kwasu L-
naftalenooctowego (NAA) lub 1,5 mg/l KIN + 0,5 mg/l NAA, w temperaturze 22°C, przy
o$wietleniu 4000 Lx, przez 12 godzin na dobg. Do badan cytometrycznych wybrano
losowo zielone ro$liny o wysokosci okoto 15 cm i okreslano poziom ploidalnosci,
oceniajac intensywnos$¢ fluorescencji DNA w zawiesinie komorek lisci z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego (typ PARTEC). Wszystkie rosliny jarowizowano w chtodni
przez 8 tygodni, a nastgpnie przycinano korzenie haploidalnych ro$lin i zanurzano do
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wysokosci 1,5 cm powyzej wezta krzewienia, w roztworze 0,1% kolchicyny + 4% DMSO
(dimetylosulfotlenek) + 25 mg/l GAj3 (kwas giberelinowy), w temperaturze 25°C, przez 6
godzin. Przed wysadzeniem do ziemi ro$liny plukano 12 godzin pod biezaca woda.
Czestotliwos¢ uzyskiwania zielonych roslin okreslano w stosunku do liczby wylozonych
pylnikow oraz do androgenicznych struktur.

WYNIKI

Z wytozonych 23499 pylnikow na pozywce C17 z dodatkiem maltozy uzyskano 15553
androgenicznych struktur, Srednio 66,2/100 pylnikow (w zaleznosci od genotypu od 1,6 do
118,1). Na dwodch wariantach pozywki regeneracyjnej 190-2, réznigcych si¢ stezeniem
kinetyny, wyhodowano ogétem 1398 zielonych roslin (Srednio 5,9/100 pylnikéw). Rosliny
otrzymano ze wszystkich genotypoéw, przy czym czestotliwos¢ wahata si¢ od 0,4 do
15,2/100 pylnikéw. Najwiecej zielonych roslin (powyzej 6,5/100 pylnikéw) stwierdzono
w 6 badanych genotypach, przy czym powyzej 13,0/100 pylnikow w trzech genotypach:
CT08251, CT08306, CT08249. Stwierdzono genotypy (np. Sz9/09 oraz Tsoz402-R), z
ktérych uzyskano niska regeneracje zielonych roslin (odpowiednio 1,9 1 0,6/100 pylnikoéw)
pomimo wysokiej indukcji androgenicznych struktur (odpowiednio 54,0 i 58,2/100
pylnikow) —tab. 1, rys. 11 2.

Tabela 1
Efektywno$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur i zielonych roslin z 15 mieszancow pszenzyta
ozimego
Frequencies of embryo-like structures and green plants obtained from 15 winter triticale hybrids
Androgeniczne struktury Zielone ro$liny
Genotyp Liczba pylnikow Androgenic structures Green plants
Genotype No. of anthers liczba /100 pylnikow liczba /100 pylnikow
no. /100 anthers no. /100 anthers
Sz5/09 1666 593 35,6 53 3,7
Sz9/09 1656 894 54,0 32 1,9
CT08048 1606 1746 108,7 145 8,8
CT08095 1637 1254 76,6 52 32
CTO8118 1548 519 33,5 69 4,2
CT08203 1497 1193 79,7 6 0,4
CT08206 1417 985 69,5 211 14,1
CT08249 1716 2027 118,1 215 15,2
CT08251 1721 1950 113,3 230 13,4
CT08266 1423 946 66,5 117 6,8
BK1921 1419 570 40,2 97 6,8
Tso0z400-R 1760 855 48,6 63 4.4
Tsoz401-R 1591 25 1,6 54 3,1
Tsoz402-R 1412 822 58,2 10 0,6
Tso0z403-R 1430 1174 82,1 44 3,1
Ogblem 23499 15553 66,2 1398 59
Total

Na pozywce 190-2 z dodatkiem 0,5 mg/l KIN notowano wyzszg czgstotliwos¢ regeneracii,
tj. 11,1 roslin/100 androgenicznych struktur (w zaleznosci od genotypu 2,5 do 46,7),
natomiast stosujgc st¢zenie 1,5 mg/l KIN otrzymano 6,8 roslin/100 androgenicznych
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struktur (0,3 do 33,3) — tab. 2, rys 3. Otrzymano rowniez 1107 albinotycznych ro$lin
(4,7/100 pylnikow), ktorych nie uwzgledniono w tabelach i dalszych analizach.
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Rys. 1. Efektywno$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur z 15 mieszancéw pszenzyta ozimego
Fig. 1. Frequencies of embryo-like structures and obtained from 15 winter triticale hybrids
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Rys. 2. Efektywno$¢ uzyskiwania androgenicznych roslin z 15 mieszancéw pszenzyta ozimego
Fig. 2. Frequencies of androgenic plants obtained from 15 winter triticale hybrids
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Tabela 2

Efektywno$¢ uzyskiwania androgenicznych roslin z 15 mieszancéw pszenzyta ozimego na dwéch
wariantach pozywki regeneracyjnej 190-2
Frequencies of androgenic plants obtained from 15 winter triticale hybrids on two variants of
regeneration medium 190-2

Pozywka 190-2 zawierajaca 0,5 mg/l KIN + 0,5 mg/1

Pozywka 190-2 zawierajaca 1,5 mg/l KIN + 0,5 mg/1

NAA IAA
Genotyp |Medium 190-2 containing 0,5 mg/l KIN + 0,5 mg/l NAA | Medium 190-2 containing 1,5 mg/l KIN + 0,5 mg/l IAA
Genotype liczba androgenicznych zielone rosliny liczba androgenicznych zielone rosliny
struktur green plants struktur green plants

no. of androgenic structures | liczba — no. | % no. of androgenic structures | liczba — no. | %
Sz5/09 323 22 6,8 270 10 3,7
Sz9/09 447 90 20,1 447 55 12,3
CT08048 896 32 3,6 850 20 2,4
CT08095 627 39 6,2 627 30 4,8
CTO08118 200 5 2,5 319 1 0,3
CT08203 693 141 20,3 500 70 14,0
CT08206 530 125 23,6 455 90 19,8
CT08249 1027 145 14,1 1000 85 8,5
CTO08251 1000 71 7,1 950 46 4,8
CT08266 473 66 14,0 473 31 6,6
BK1921 300 42 14,0 270 21 7.8
Ts0z400-R 400 32 8,0 455 22 4,8
Tsoz401-R 15 7 46,7 10 3 333
Tso0z402-R 411 27 6,6 411 17 4,1
Tso0z403-R 587 33 5,6 587 20 34
Ogblem 7929 877 11,1 7624 521 6.8
Total

Zielone rosliny/100 androgenicznych struktur
Green plants/100 androgenic structures
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Rys. 3. Efektywnos$¢ uzyskiwania androgenicznych roslin z 15 mieszancow pszenzyta ozimego na
dwoch wariantach pozywki regeneracyjnej 190-2
Fig. 3. Frequencies of androgenic plants obtained from 15 winter triticale hybrids on two variants
regeneration medium 190-2
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Tabela 3

Efektywno$¢ uzyskiwania haploidéw i podwojonych haploidéw pszenzyta (otrzymanych spontanicznie

i po kolchicynie) w kulturach pylnikowych 15 mieszancow

Frequencies of triticale haploids and doubled haploids (spontaneous and after colchicine treatment)

obtained from anther culture of 15 hybrids

Liczba z'ic.:lonych Haploidy Pod\yojqne haploidy — DOI..lbled haplorids Aneuploidy
Genotyp roslin Hanloid spontanicznie po kolchicynie ogotem A loid
aploids v neuploids
Genotype No. of green spontaneous after colchicine total
plants Lno.| % |Lwo | %' [Lwno. | %* [l-no.] %* |[L-no.| %
Sz5/09 12 3 25,0 9 75,0 2 66,7 11 91,7 — —
Sz9/09 23 9 39,1 14 60,9 6 66,7 19 82,6 —
CT08048 17 13 76,5 3 17,6 5 38,5 8 47,1 1 59
CT08095 13 8 61,5 5 38,5 4 50,0 9 69,2 — —
CTO08118 6 4 66,7 2 333 1 25,0 3 50,0 —
CT08203 39 28 71,8 9 23,1 24 85,7 33 84,6 2 5,1
CT08206 41 29 70,7 12 29,3 28 96,5 40 97,6 — —
CT08249 31 19 61,3 12 38,7 11 579 23 742 — —
CT08251 34 16 47,1 18 52,9 11 68,8 28 824 — —
CT08266 29 17 58,6 10 34,5 12 70,6 22 75,9 2 6,9
BK1921 25 11 44,0 12 48,0 7 63,6 19 76,0 2 8,0
Ts0z400-R 19 13 68,4 5 26,3 8 72,7 13 68,4 1 53
Tsoz401-R 10 2 20,0 8 80,0 0 0 8 80,0 — —
Tso0z402-R 24 16 66,7 8 333 13 81,3 21 87,5 — —
Tso0z403-R 27 21 77,8 6 22,2 16 762 22 81,5 — —
(T)ft‘flem 350 200 59,7 133 380 148 708 281 803 8 2,3
" spontanicznie podwojone haploidy / zielone ro$liny; — * doubled haploid plants / green plants

* podwojone haploidy po kolchicynowaniu / rosliny haploidalne — * doubled haploids after colchicine treatment/haploid

M Spontaniczne dihaploidy w kulturach in vitro - Sp

taneous d

ds from anther culture

OWszystkie linie DH (spontaniczne i po kolchicynie) -Total DH lines (spontaneous and after colchicine)

100+

P

90

80

70

60

50

40

30

% linii DH - % DH lines

20

10+

0
0

Rys. 4. Efektywno$¢ uzyskiwania podwojonych haploidéw (otrzymanych spontanicznie i po
kolchicynie) z 15 mieszancéw pszenzyta
Fig. 4. Frequencies of triticale doubled haploids (spontaneous and after colchicine treatment) obtained
from 15 hybrids
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W wyniku analiz cytometrycznych poziomu ploidalnosci 350 zielonych roslin,
pochodzacych z 15 form mieszancowych, stwierdzono 133 spontanicznie podwojone
haploidy, tj. 38,0% (17,6-80,0% w zaleznosci od genotypu), 209 haploidow, tj. 59,7%
(20,0-77,8%) oraz 8 aneuploidéw ($rednio 2,3%). W wyniku kolchicynowania haploidow
uzyskano 148 podwojonych haploidow (srednio 70,8%, w zaleznos$ci od genotypu 25,0—
96,5%). Zaobserwowano wysokg czestotliwo$¢ otrzymywania linii DH w wyniku
spontanicznych podwojen w trzech genotypach: Sz9/09 (60,9%), Sz5/09 (75,0%),
Tso0z401-R (80,0%) oraz po kolchicynowaniu haploidow w czterech genotypach: CT08203
(85,7%), CT08206 (96,5%), Tsoz402-R (81,3%), Tsoz403-R (76,2%). Wszystkie rosliny
hodowano do dojrzatosci i ogdtem uzyskano 281 linii DH, co stanowi 80,3% badanych
regeneratnéw — tab. 3, rys. 4.

DYSKUSJA

W dotychczasowych badaniach nad uzyskiwaniem haploidéw pszenzyta w kulturach
pylnikowych stosowano rézne pozywki regeneracyjne z modyfikacjami substancji
wzrostowych. Androgeniczne struktury wyktadano na pozywke MS (Murashige i Skoog,
1963) zawierajaca ': stgzenia soli mineralnych z MS, zelazo i witaminy z MS oraz
substancje wzrostowe 0,5 mg/l IAA i 1,0 mg/l KIN (Immonen i Robinson, 2000) lub na
pozywke MS z dodatkiem 1,0 mg/l IAA i 1,0 mg/l BAP (Arzani i Darvey, 2002). Gonzalez
i Jouve (2000) testowali rozne kombinacje regulatoréw wzrostu (IAA, NAA, IBA, BAP,
KIN, DICAMBA) w pozywce zawierajacej zwigzki mineralne wg Millera (1963) i
obserwowali efektywna regeneracje roslin na pozywce bez hormondow. Gonzalez i in.
(1997) dla indukcji organogenezy z powodzeniem zastosowali pozywke N6 z dodatkiem
0,4 mg/l NAA oraz 1,0 mg/l IAA, natomiast Karsai i Bedo (1997) badali wptyw trzech
pozywek podstawowych (190-2, MN6 oraz MS) na regeneracj¢ roslin i stwierdzili, ze
najefektywniejsza byta pozywka 190-2, lecz dla niektorych genotypoéw uzyskano rowniez
dobra regeneracj¢ na pozywce MNG6.

Dotychczas wielokrotnie uzywano zmodyfikowang pozywke 190-2 i notowano
zroznicowang efektywnosc¢ regeneracji zielonych roslin (Pauk iin., 1991; Karsaii in., 1994;
Immonen, 1996; Tuvesson i in., 2000). W prezentowanej pracy testowano wptyw dwoch
stezen kinetyny w pozywce 190-2 na regeneracj¢ androgenicznych roslin i stwierdzono
wyzsza czestotliwos$e stosujae 0,5 mg/l KIN, w poréwnaniu z 1,5 mg/l KIN.

W wyniku analiz cytometrycznych ro$lin androgenicznych, z 15 badanych form
stwierdzono $rednio 38,0% roslin ze spontanicznie podwojong liczbg chromosomow,
pomimo ze wczesniej autorki (Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka, 2003) uzyskaty 57,5%
spontanicznych podwojen w kulturach pylnikowych 7 form pszenzyta. Arzani i Darvey
(2001) obserwowali $rednio tylko 9% spontanicznych podwojen w 14 badanych formach,
natomiast Oleszczuk i in. (2004), w kulturach izolowanych mikrospor pszenzyta odmiany
Bogo, stwierdzili 30,8% (w r6znych doswiadczeniach od 10,0 do 70,0%) regenerantow ze
spontanicznie podwojong liczbg chromosomow.

Czestotliwos¢ uzyskiwania podwojonych haploidéw (spontanicznych oraz po kolchi-
cynowaniu haploidéw) w naszych eksperymentach wynosita §rednio 80,3% (47,1 do 97,6%
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w zalezno$ci od genotypu). Podobnie wczesniej Arzani i Darvey (2001) wykazali 82,3%
(6,0 do 98,0%) podwojonych haploidéw oraz Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka (2003)
otrzymaly 82,8% (66,7 do 90,7%). Oleszczuk i in. (2004), w kulturach izolowanych
mikrospor pszenzyta odmiany Bogo, uzyskali ogotem 92,0% linii DH w stosunku do
wszystkich regenerantow.

Przedstawione przez nas wyniki wskazuja, ze mozna zwigkszy¢ czestotliwos$¢ uzyski-
wania androgenicznych roslin pszenzyta poprzez dobor odpowiednich stezen substancji
wzrostowych w pozywce regeneracyjnej. Wydaje si¢, ze podwyzszenie czgstotliwosci
spontanicznych podwojen liczby chromosomoéw w kulturach pylnikowych oraz opraco-
wanie optymalnej metodyki kolchicynowania haploidéw pozwoli uzyska¢ zadowalajaca
ilo§¢ linii DH pszenzyta.

WNIOSKI

1. Odpowiedni dobor stezenia kinetyny w pozywce regeneracyjnej pozwala zwigkszy¢
czestotliwo$¢ regeneracji androgenicznych roslin pszenzyta.

2. Opracowanie optymalnych warunkow dla indukowania spontanicznie podwojonych
haploidow w kulturach pylnikowych oraz metodyki podwajania liczby chromosoméow
ro$lin haploidalnych stwarza mozliwos¢ podwyzszenia wydajno$ci uzyskiwania linii
DH pszenzyta.
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