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Summary

Induction of androgenesis in in vitro microspore culture of barley is the 
most efficient method of haploidisation, but it is difficult to use in the condi
tions of a plant breeding station. For this reason, the method has been im
proved side by side with the technique of anther culture. In anther culture of 3 
barley cultivars, pretreatment with 0.7 mol dm'^ mannitol and the addition of 
0.2 mg dm'^ 2,4-D to the induction medium have been shown to exert a favour
able effect. In cv. Mobek, the interaction of the two tested stress agents, 
mannitol and auxin, has been proved.
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1. Wstęp

Zaprogramowana droga rozwoju komórki, zarówno roślin
nej, jak i zwierzęcej, może ulec zmianie pod wpływem stresu 
(Zimmerman, Cohill, 1991, cyt. za 1 ). Czynniki stresowe dzia
łające in vitro na niedojrzały pyłek roślin mogą skierować go 
z gametofitycznej na sporofityczną drogę rozwoju, doprowadzając 
do powstania roślin haploidalnych w znacznie większej liczebno
ści niż to zdarza się w naturze wskutek nieprawidłowości w pro
cesie mejozy lub zapłodnienia. Przydatność haploidów do szybkiej 
homozygotyzacji materiałów hodowlanych oraz w transgenezie.
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selekcji i indukowaniu mutacji in vitro przyczyniła się do opracowania różnych spo
sobów uzyskiwania haploidów u wielu gatunków roślin. Za metodę najbardziej sku
teczną uważa się indukcję androgenezy w kulturze pylników lub mikrospor in vitro.

W celu uzyskania haploidów u zbóż stres stosuje się głównie w czasie traktowa
nia wstępnego kłosów lub pylników, najczęściej jest to stres temperatury lub stres 
osmotyczny. U jęczmienia kłosy przechowuje się w temperaturze 4°C przez kiłka ty
godni (2), albo zanurza się kłosy lub pylniki w roztworze 0,3 mol dnr^ mannitolu (al
koholu polihydroksylowego) przez 4 dni przy temperaturze 25°C (3). Działanie man
nitolu zwiększa ciśnienie osmotyczne roztworu proporcjonalnie do stężenia. Różni 
autorzy proponują nieco odmienne warianty stosowania tych stresów. Przy chłodze
niu załeca się różny czas poddawania kłosów niskiej temperaturze w zakresie od 
1 do 42 dni (2,4-7), najczęściej jednak jest to 28 dni. Proponowano również różne 
stężenia mannitołu, od 0,175 mol dm'^ (8) nawet do 1,5 mol dm'^ dla odmian opor
nych (9), najczęściej używany jest roztwór 0,3 mol dnr^. Mannitol stosuje się w roz
tworze wodnym albo zestalony agarozą (10) lub w pożywce z makroskładnikami 
(8,11). Dla indukcji androgenezy, szczególnie w kulturze mikrospor, można użyć 
równocześnie dwóch, a nawet trzech czynników stresowych: w kulturze mikrospor 
jęczmienia Kasha i in. (12) zalecili traktowanie kłosów 0,3 mol dnv^ mannitolem 
w temperaturze 4°C przez 3-5 dni, Liu i in. (13) zaproponowali u pszenicy równoczes
ne zastosowanie stresu temperatury (33°C), stresu osmotycznego (0,3 mol dnr^ 
mannitol) i stresu chemicznego za pomocą kwasu 2-hydroksynikotynowego 
(2-HNA).

Działanie stresu sprowadza się nie tylko do traktowania wstępnego materiału 
roślinnego przed wyłożeniem pyłników lub mikrospor na pożywkę, lecz również 
skład pożywki indukującej może być stresujący wskutek małej ilości lub ograniczo
nej dostępności niektórych składników (stres głodzenia), dotyczy to głównie azotu 
i cukru: w często stosowanej pożywce FHG (wg Huntera 1988, cyt. za 14) ilość azo
tanu amonu zmniejszono dziesięciokrotnie w porównaniu z uniwersalną pożywką 
MS (15), a sacharozę zastąpiono wolniej rozkładającą się maltozą. Rodzaj i stężenie 
regulatorów roślinnych, szczególnie kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D), 
również może być stresujące (16). Dodatkowym stresem może być też oddzielenie 
eksplantatu od rośliny macierzystej (17).

Ostateczny efekt androgenezy mierzony wydajnością zielonych roślin haploidal- 
nych lub podwojonych haploidów (roślin DH) jest skutkiem działania i współdziałania 
różnych czynników. W kulturze pylników szczególny wpływ ma genotyp i jego 
współdziałanie z innymi czynnikami kultury. W kulturach pylnikowych polskich od
mian jęczmienia przeciętna wydajność androgenezy wynosiła kiłka zielonych roślin 
ze stu pyłników wyłożonych na pożywkę indukującą (Kruczkowska i in. w druku).

Celem pracy było zbadanie, czy zwiększenie stresu osmotycznego i stężenia 
2,4-D w pożywce indukującej może przyczynić się do zwiększenia wydajności an
drogenezy oraz czy badane czynniki ze sobą współdziałają.
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2. Materia! i metody

Badania prowadzono na jęczmieniu ozimym odmiany Igri, charakteryzująctj się 
wysoką zdolnością do androgenezy oraz na dwóch odmianach jarych, Mobek Ra- 
stik, o znacznie mniejszej skłonności do androgenezy. Rośliny mateczne odniany 
Igri rosły w warunkach kontrolowanych (temperatura 17°C, fotoperiod 16/8 h,pro
mieniowanie jPAR) 280 pmol m'^ s"'), rośliny mateczne pozostałych odmian pccho- 
dziły z pola. Do doświadczenia przeznaczono kłosy, których pylniki zawierah mi- 
krospory w stadium średnio- lub późnojednojądrowym i nie mniej niż 75% mkro- 
spor było żywotnych. Po sterylizacji kłosów w 70% alkoholu, w warunkach steryl
nych wydobywano pylniki i przenoszono je, w równej ilości z każdego kłosa, doroz- 
tworu 0,3 i 0,7 mol dm‘^ mannitolu i umieszczano w termostacie w temperadrze 
25°C. Po czterech dniach pylniki wykładano na pożywkę indukującą FHG według 
Huntera 1988 (cyt. za 14) z dodatkiem 1 mg dm'^ benzyloaminopuryny (BA) Draż 
0,2 mg dnv^ lub 2 mg dm'^ 2,4-D. Pożywka z wyższą zawartością 2,4-D miała Iwie 
wersje: pylniki pozostawały na tej pożywce przez cały czas indukcji lub przencszo- 
no je po dwóch tygodniach na pożywkę z 0,2 mg dm'^ 2,4-D. Doświadczenie niało 
9-12 powtórzeń po 120 pylników, w każdym powtórzeniu brały udział pyniki 
z 3 kłosów równomiernie rozłożone w poszczególnych kombinacjach. Dla każdej 
odmiany badano zatem 180-240 pylników w każdej kombinacji. Indukcję prowadzo
no w ciemności, w temperaturze 25°C przez 6 tygodni. Struktury zarodkowe (zarod
ki i kalusy o zbitej strukturze, o wielkości co najmniej 1,5 mm) zbierano po 4 i5 ty
godniach kultury i przenoszono na pożywkę regenerującą FHG, w której wycoano 
2,4-D, obniżono stężenie BA do 0,4 mg dm'^ i zawartość maltozy o połowę v po
równaniu z pożywką indukującą. Rośliny wyrastały w temperaturze 22-28°C, orzy 
fotoperiodzie 16/8 h i promieniowaniu (PAR) 100-120 pmol m’^ s ^ Po 5 tygodiiach 
liczono rośliny zielone i albinotyczne. Wykonano analizy zmienności wynikóv od
dzielnie dla każdej odmiany, ze względu na bardzo dużą różnicę w reakcji na induk
cję Igri i pozostałych odmian, a uzyskane wartości średnie przetestowano zr po
mocą testu Duncana przy P = 0,05.

3. Wyniki

Wyniki przedstawiające wpływ stresu osmotycznego i zawartości 2,4-D aa po
żywce na skuteczność indukcji androgenezy zestawiono w tabelach 1-3. Średnia 
liczba zielonych roślin uzyskanych ze 100 pylników w najlepszej kombinacji dlakaż- 
dej odmiany była następująca: Igri - 350,2; Mobek - 16,7; Rastik - 8,0. Odrriany 
różniły się także skłonnością do regeneracji roślin albinotycznych, najmniej alłino- 
sów powstawało u odmiany Igri (kilka procent), więcej u pozostałych odmian (p>wy- 
żej 50%).
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Tabela 1

Wpływ stężenia mannitolu i 2,4-D na indukcję androgenezy w kulturze pylników odmiany Igri

Stężenie mannitolu 2,4-1) w pożywce (mg dm-^)
Średnia[mol dm-3] 0,2 2,0 2,0 ^ 0,2

0,3 676,1 410,1 546,1 544,1 a
struktury zarodkowe 0,7 618,9 443,6 441,7 501,4 a

średnia 647,5 b 426,8 a 493,9 a
0,3 236,3 190,4 238,8 221,8 a

rośliny ogółem 0,7 373,8 317,5 280,5 323,9 b
średnia 305,0 a 253,9 a 259,6 a

0,3 220,8 175,8 226,3 207,6 a
rośliny zielone 0,7 350,2 297,1 267,8 305,1 b

średnia 285,5 a 236,4 a 247,1 a
0,3 15,5 14,6 12,5 14,2 a

rośliny albinotyczne 0,7 23,6 20,4 12,7 18,9 a
średnia 19,6 a 17,5 a 12,6 a

Średnie oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie przy P = 0,05

Stężenie mannitolu użytego do wstępnego traktowania pylników nie miało istot
nego wpływu na średnią liczbę utworzonych struktur zarodkowych, lecz istotnie 
zróżnicowało wydajność androgenezy mierzoną liczbą uzyskanych zielonych roślin. 
Stężenie 0,7 mol dm'^ w porównaniu z niższym stężeniem zwiększyło liczbę roślin 
zielonych od 1,5 do 2,5-krotnie, szczególnie u Rastika, odmiany o najsłabszej zdol
ności regeneracyjnej.

Tabela 2

Wpływ stężenia mannitolu i 2,4-D na indukcję androgenezy w kulturze pylników odmiany Rastik

Stężenie mannitolu 2,4-1) w pożywce (mg dnv5)
Średnia(mol dm-3) 0,2 2,0 2,0 0,2

0,3 65,2 115,8 91,6 90,9 a
struktury zarodkowe 0,7 119,2 114,2 122,5 118,7 a

średnia 92,2 a 115,0 a 107,1 a
0,3 10,4 22,5 20,5 17,8 a

rośliny ogółem 0,7 12,9 25,1 18,0 18,7 a
średnia 11,7 a 23,8 b 19,2 ab

0,3 3,3 2,5 1,7 2,5 a
rośliny zielone 0,7 3,7 8,0 6,7 6,1 b

średnia 3,5 a 5,2 a 4,2 a
0,3 7,1 20,0 18,8 15,3 a

rośliny albinotyczne 0,7 9,2 17,1 11,3 12,5 a
średnia 8.1 a 18,6 b 15,1 a

Średnie oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie przy P = 0,05

BIOTECHNOLOGIA 2 (65) 244-250 2004 247



Hanna Kruczkowska, Helena Pawłowska, Barbara Skucińska

Korzystny wpływ stężenia 0,2 mg dnr^ 2,4-D na liczbę utworzonych struktu za
rodkowych uwidocznił się u odmian Igri i Mobek. U Igri i Rastika obydwie komlina- 
cje, w których zastosowano wyższe stężenie 2,4-D nie różniły się istotnie bez 
względu na czas działania tego stężenia. Mobek reagował bardzo niekorzystne na 
ciągłe wyższe stężenie 2,4-D, natomiast krótkotrwałe stosowanie 2 mg dnr^ tejauk- 
syny w połączeniu ze słabszym stresem osmotycznym wpłynęło istotnie na wprost 
wszystkich parametrów kultury.

Tabe a 3

Wpływ stężenia mannitolu i 2,4-D na indukcję androgenezy w kulturze pylników odmiany Mobek

Stężenie mannitolu 2,4-D w pożywce (mg dnvż)
Średni:(mol dm h 0,2 2,0 2,0 ^ 0,2

0,3 51,9 6,9 65,1 41,3 a
struktur)' zarodkowe 0,7 68,8 4,1 27,0 33,2 a

średnia 60,3 b 5,5 a 46,1 b
0,3 17,0 ab 3,1 a 31,9 bc 17,4

rośliny ogółem 0,7 35,4 c 1,8 a 9,1 a 15,4
średnia 26,2 2,5 20,5

0,3 2,8 a 0,0 a 9,3 ab 4,0
rośliny zielone 0,7 16,7 b 0,0 a 2,2 a 6,3

średnia 9,7 0,0 5,7
0,3 14,3 abc 3,1 a 22,6 c 13,3

rośliny albinotyczne 0,7 18,6 bc 1,8 a 6,9 ab 9,1
średnia 16,5 2,5 14,8

Średnie oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie przy P = 0,05

Reakcja odmian na badane czynniki kultury była zróżnicowana. Zdolność do ege- 
neracji zielonych roślin u Igri i Rastika zależała głównie od stężenia mannitolu, lato- 
miast te odmiany nie wykazywały istotnych różnic pod wpływem zastosowanych stę
żeń auksyny. Mobek okazał dużą wrażliwość na wyższe stężenie auksyny, wyrażijącą 
się znacznym spadkiem zdolności do embriogenezy i w konsekwencji brakiem lege- 
neracji zielonych roślin. U tej odmiany obserwowano istotnie pozytywną reakcę na 
początkowo wysokie, a następnie obniżone stężenie auksyny we współdziałanu ze 
słabszym stresem osmotycznym. Podobną tendencję zauważono u Igri.

4. Dyskusja

U zbóż największą wydajność haploidów osiąga się w kulturze mikrospor. Kisha, 
który wraz ze swoim zespołem przez szereg lat doskonalił tę technikę u jęczmi*nia, 
przyznał jednak, że jej ujemną cechą są trudności z wdrożeniem wynikające : po
trzeby zapewnienia ściśle kontrolowanych warunków wzrostu roślinom matecziym
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oraz odpowiedniego wyposażenia, reżimu sterylności i precyzji w pracach laborato
ryjnych (12). Z tych powodów równolegle doskonali się technikę kultury pylników, 
w której można wykorzystać rośliny rosnące w polu i przeciętnie wyposażone labo
ratoria in vitro (Kruczkowska i in. w druku).

Traktowanie wstępne mannitolem sprzyja regeneracji zielonych roślin (10,12,18). 
Cistue i in. (10) i Castillo i in. (9), badając różne stężenia mannitolu (0,3-1,5 mol dnr^), 
wykazali zależność między wzrastającym stężeniem a liczbą uzyskanych zielonych 
roślin; odmiany oporne na indukcję reagowały pozytywnie na silniejszy stres. W na
szych wcześniejszych badaniach, prowadzonych na 5 odmianach, za optymalne uz
nano stężenie 0,7 mol dnr^ (19). W tej pracy u wszystkich badanych odmian zwięk
szenie stężenia mannitolu z 0,3 do 0,7 mol dnr^ okazało się korzystne, szczególnie 
u Rastika, odmiany o najmniejszej zdolności do regeneracji zielonych roślin.

U zbóż najczęściej używaną auksyną do indukcji somatycznej embriogenezy na 
kalusujących fragmentach roślin jest 2,4-D. Biorąc pod uwagę podobieństwo pomię
dzy somatyczną embriogenezą i androgenezą indukowaną in vitro, przydatność tej 
auksyny jest, jak się wydaje, oczywista. Niektórzy autorzy stosują jednak inne auk- 
syny, szczególnie dotyczy to kultur mikrospor (12,11), mimo że - jak podaje Kasha 
- 2,4-D charakteryzuje się stabilnym stężeniem w porównaniu z kwasem fenylo
octowym (PAA), którego zastosowanie wymaga eksperymentalnego ustalenia stęże
nia zależnie od genotypu (1-10 mg dm‘^). Zakres stężenia 2,4-D stosowanego w kul
turze pylników jest węższy, jednak aplikacja wybranego stężenia wymaga ostrożno
ści ze względu na reakcję na tę silną auksynę: w przeciwieństwie do Igri i Rastika 
u odmiany Mobek stężenie 2 mg dnr^ 2,4-D okazało się szkodliwe. Zróżnicowana 
reakcja odmian na stężenie 2,4-D może być wynikiem endogennego poziomu auksy
ny oraz właściwości ściany pylnika. Na podstawie badań Hoekstra i in. (16), potwier
dzonych również w naszych doświadczeniach, optymalne stałe stężenie tej auksyny 
w kulturze pylników jęczmienia ustalono na poziomie 0,2 mg dnr^. Według Hoeks
tra i in. (16) bez traktowania wstępnego 2,4-D działa jak czynnik stresujący, który in
dukuje androgenezę. Można było zatem oczekiwać współdziałania obydwu czynni
ków stresujących, tj. mannitolu i 2,4-D. Udowodniono takie współdziałanie u od
miany Mobek, bardzo wrażliwej na wyższe stężenie auksyny: zastosowanie stężenia 
2 mg dnr^ 2,4-D przez krótszy czas dało pozytywne rezultaty tylko przy niższym 
stężeniu mannitolu.

5. Podsumowanie

Indukcja androgenezy w kulturze in vitro mikrospor jęczmienia jest najbardziej 
wydajną metodą haploidyzacji, lecz trudną do zastosowania w warunkach stacji ho
dowlanej. Z tego powodu równolegle doskonali się technikę kultury mikrospor 
i kultury pylników. W kulturze pylników 3 odmian jęczmienia o różnej zdolności do 
androgenezy wykazano pozytywny wpływ traktowania wstępnego 0,7 mol dm'^
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mannitolem oraz dodatku 0,2 mg dnr^ 2,4-D w pożywce indukującej. U odmiany 
Mobek udowodniono współdziałanie dwóch badanych czynników stresowych, man- 
nitolu i auksyny.
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