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The effect of 2,4-D concentration and osmotic stress on the
androgenic response in anther culture of barley

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'A 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. Wstep

Zaprogramowana droga rozwoju komorki, zaréwno roslin-
nej, jak i zwierzecej, moze ulec zmianie pod wptywem stresu
(Zimmerman, Cohill, 1991, cyt. za | ). Czynniki stresowe dzia-
fajace in vitro na niedojrzaty pytek roslin moga skierowaé go
z gametofitycznej na sporofityczng droge rozwoju, doprowadzajgc
do powstania roslin haploidalnych w znacznie wiekszej liczebno-
$ci niz to zdarza sie w naturze wskutek nieprawidtowosci w pro-
cesie mejozy lub zaptodnienia. Przydatnos¢ haploidéw do szybkiej
homozygotyzacji materiatéw hodowlanych oraz w transgenezie.
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selekcji i indukowaniu mutacji in vitro przyczynita sie do opracowania réznych spo-
sobow uzyskiwania haploidéw u wielu gatunkéw roslin. Za metode najbardziej sku-
tecznag uwaza sie indukcje androgenezy w kulturze pylnikdw lub mikrospor in vitro.

W celu uzyskania haploidéw u zbdz stres stosuje sie gtéwnie w czasie traktowa-
nia wstepnego ktoséw lub pylnikéw, najczesciej jest to stres temperatury lub stres
osmotyczny. U jeczmienia ktosy przechowuje sie w temperaturze 4°C przez kitka ty-
godni (2), albo zanurza sie ktosy lub pylniki w roztworze 0,3 mol dnr® mannitolu (al-
koholu polihydroksylowego) przez 4 dni przy temperaturze 25°C (3). Dziatanie man-
nitolu zwigksza cisnienie osmotyczne roztworu proporcjonalnie do stezenia. Rozni
autorzy proponuja nieco odmienne warianty stosowania tych stresow. Przy chtodze-
niu zateca sie rézny czas poddawania ktoséw niskiej temperaturze w zakresie od
| do 42 dni (2,4-7), najczesciej jednak jest to 28 dni. Proponowano réwniez rézne
stezenia mannitotu, od 0,175 mol dm"* (8) nawet do 1,5 mol dm" dla odmian opor-
nych (9), najczesciej uzywany jest roztwér 0,3 mol dnr”. Mannitol stosuje sie w roz-
tworze wodnym albo zestalony agarozag (10) lub w pozywce z makroskfadnikami
(8,11). Dla indukcji androgenezy, szczegllnie w kulturze mikrospor, mozna uzy¢
réwnoczesnie dwoch, a nawet trzech czynnikow stresowych: w kulturze mikrospor
jeczmienia Kasha i in. (12) zalecili traktowanie ktoséw 0,3 mol dnv* mannitolem
w temperaturze 4°C przez 3-5 dni, Liu i in. (13) zaproponowali u pszenicy réwnoczes-
ne zastosowanie stresu temperatury (33°C), stresu osmotycznego (0,3 mol dnr”
mannitol) i stresu chemicznego za pomocag kwasu 2-hydroksynikotynowego
(2-HNA).

Dziatanie stresu sprowadza sie nie tylko do traktowania wstepnego materiatu
roslinnego przed wytozeniem pyinikéw lub mikrospor na pozywke, lecz réwniez
skfad pozywki indukujacej moze by¢ stresujagcy wskutek matej ilosci lub ograniczo-
nej dostepnosci niektorych sktadnikéw (stres gtodzenia), dotyczy to gtdwnie azotu
i cukru: w czesto stosowanej pozywce FHG (wg Huntera 1988, cyt. za 14) ilo$¢ azo-
tanu amonu zmniejszono dziesieciokrotnie w poréwnaniu z uniwersalng pozywka
MS (15), a sacharoze zastgpiono wolniej rozktadajacg sie maltoza. Rodzaj i stezenie
regulatorow roélinnych, szczegdlnie kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D),
réwniez moze byé stresujace (16). Dodatkowym stresem moze by¢ tez oddzielenie
eksplantatu od rodliny macierzystej (17).

Ostateczny efekt androgenezy mierzony wydajnoscia zielonych roslin haploidal-
nych lub podwojonych haploidéw (roslin DH) jest skutkiem dziatania i wspotdziatania
roznych czynnikéw. W kulturze pylnikdw szczegdlny wptyw ma genotyp i jego
wspotdziatanie z innymi czynnikami kultury. W kulturach pylnikowych polskich od-
mian jeczmienia przecietna wydajnos¢ androgenezy wynosita kitka zielonych roslin
ze stu pytnikéw wytozonych na pozywke indukujacg (Kruczkowska i in. w druku).

Celem pracy byto zbadanie, czy zwiekszenie stresu osmotycznego i stezenia
2,4-D w pozywce indukujacej moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia wydajnosci an-
drogenezy oraz czy badane czynniki ze sobg wspotdziataja.
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2. Materia! i metody

Badania prowadzono na jeczmieniu ozimym odmiany Igri, charakteryzujactj sie
wysoka zdolnoscig do androgenezy oraz na dwdch odmianach jarych, Mobek Ra-
stik, 0 znacznie mniejszej sktonno$ci do androgenezy. Rosliny mateczne odniany
Igri rosty w warunkach kontrolowanych (temperatura 17°C, fotoperiod 16/8 h,pro-
mieniowanie jPAR) 280 pmol m'" s™), rosliny mateczne pozostatych odmian pccho-
dzity z pola. Do doswiadczenia przeznaczono klosy, ktérych pylniki zawierah mi-
krospory w stadium $rednio- lub péZnojednojagdrowym i nie mniej niz 75% mkro-
spor byto zywotnych. Po sterylizacji ktoséw w 70% alkoholu, w warunkach steryl-
nych wydobywano pylniki i przenoszono je, w rownej ilosci z kazdego ktosa, doroz-
tworu 0,3 i 0,7 mol dm** mannitolu i umieszczano w termostacie w temperadrze
25°C. Po czterech dniach pylniki wyktadano na pozywke indukujacg FHG wedtug
Huntera 1988 (cyt. za 14) z dodatkiem | mg dm” benzyloaminopuryny (BA) Draz
0,2 mg dnv” lub 2 mg dm' 2,4-D. Pozywka z wyzsza zawartoscig 2,4-D miata Iwie
wersje: pylniki pozostawaty na tej pozywce przez caty czas indukcji lub przencszo-
no je po dwoch tygodniach na pozywke z 0,2 mg dm'* 2,4-D. DoSwiadczenie niato
9-12 powtoérzen po 120 pylnikéw, w kazdym powt6rzeniu braty udziat pyniki
z 3 kloséw réwnomiernie roztozone w poszczegélnych kombinacjach. Dla kazdej
odmiany badano zatem 180-240 pylnikéw w kazdej kombinacji. Indukcje prowadzo-
no w ciemnosci, w temperaturze 25°C przez 6 tygodni. Struktury zarodkowe (zarod-
ki i kalusy o zbitej strukturze, o wielkosci co najmniej 1,5 mm) zbierano po 4 i5 ty-
godniach kultury i przenoszono na pozywke regenerujaca FHG, w ktérej wycoano
2,4-D, obnizono stezenie BA do 0,4 mg dm” i zawarto$¢ maltozy o potowe v po-
réwnaniu z pozywka indukujaca. Rosliny wyrastaty w temperaturze 22-28°C, orzy
fotoperiodzie 16/8 h i promieniowaniu (PAR) 100-120 pmol m™ s ~ Po 5 tygodiiach
liczono rosliny zielone i albinotyczne. Wykonano analizy zmiennosci wynikov od-
dzielnie dla kazdej odmiany, ze wzgledu na bardzo duzg réznice w reakcji na induk-
cje Igri i pozostatych odmian, a uzyskane wartosci Srednie przetestowano zr po-
mocg testu Duncana przy P = 0,05.

3. Wyniki

Whyniki przedstawiajgce wptyw stresu osmotycznego i zawartosci 2,4-D a po-
zywce na skuteczno$é indukcji androgenezy zestawiono w tabelach 1-3. Srednia
liczba zielonych roslin uzyskanych ze 100 pylnikéw w najlepszej kombinacji dlakaz-
dej odmiany byta nastepujaca: Igri - 350,2; Mobek - 16,7; Rastik - 8,0. Odrriany
roznity sie takze sktonnoscig do regeneracji roslin albinotycznych, najmniej altino-
sow powstawato u odmiany Igri (kilka procent), wiecej u pozostatych odmian (p>wy-
zej 50%).
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Wplyw stezenia mannitolu i 2,4-D na indukcje androgenezy w kulturze pylnikéw odmiany Igri

Stezenie mannitolu 2,4-1) w pozywee (mg dm-")
[mol dm-3] 02 2,0 20 ™02
0,3 676,1 4101 546,1
struktury zarodkowe 0,7 618,9 443,6 4417
Srednia 6475 b 4268 a 4939 a
0,3 236,3 190,4 2388
rosliny ogotem 0,7 3738 3175 280,5
Srednia 3050 a 2539 a 259,6 a
03 220,8 1758 226,3
rosliny zielone 0,7 350,2 2971 267,8
$rednia 2855 a 2364 a 2471 a
0,3 15,5 14,6 12,5
rosliny albinotyczne 0,7 236 20,4 12,7
$rednia 19,6 a 175 a 12,6 a

Srednie oznaczone ta samg litera nie roznia sie istotnie przy P = 0,05

Tabela

Srednia

544,1 a
5014 a

2218 a
3239 b

2076 a
3051 b

142 a
189 a

1

Stezenie mannitolu uzytego do wstepnego traktowania pylnikéw nie miato istot-
nego wptywu na S$rednig liczbe utworzonych struktur zarodkowych, lecz istotnie
zréznicowato wydajnos¢ androgenezy mierzong liczbg uzyskanych zielonych roslin.
Stezenie 0,7 mol dm' w poréwnaniu z nizszym stezeniem zwiekszyto liczbe roslin
zielonych od 1,5 do 2,5-krotnie, szczegdlnie u Rastika, odmiany o najstabszej zdol-

nosci regeneracyjnej.

Wplyw stezenia mannitolu i 2,4-D na indukcje androgenezy w kulturze pylnikéw odmiany Rastik

Stezenie mannitolu 2,4-1) w pozywee (mg dnv5)
(mol dm-3) 02 2,0 20 02
03 65,2 1158 91,6
struktury zarodkowe 0,7 119,2 114,2 122,5
$rednia 922 a 1150 a 107,1 a
0,3 10,4 22,5 20,5
rosliny ogdtem 0,7 12,9 25,1 18,0
Srednia 11,7 a 238 Db 19,2 ab
03 33 25 1,7
rosliny zielone 0,7 37 8,0 6,7
Srednia 35a 52 a 42 a
0,3 71 20,0 18,8
roéliny albinotyczne 0,7 9,2 171 113
$rednia 81 a 186 b 151 a

Srednie oznaczone ta sama litera nie réznig sie istotnie przy P = 0,05
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Srednia

90,9 a
118,7 a

178 a
18,7 a

25a
6,1 b

153 a
125 a

Tabela 2
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Korzystny wptyw stezenia 0,2 mg dnr” 2,4-D na liczbe utworzonych struktu za-
rodkowych uwidocznit sie u odmian Igri i Mobek. U Igri i Rastika obydwie komlina-
cje, w ktorych zastosowano wyzsze stezenie 2,4-D nie réznily sie istotnie bez
wzgledu na czas dziatania tego stezenia. Mobek reagowat bardzo niekorzystne na
ciggle wyzsze stezenie 2,4-D, natomiast krétkotrwate stosowanie 2 mg dnr” tejauk-
syny w pofgczeniu ze stabszym stresem osmotycznym wplyneto istotnie na wprost
wszystkich parametrow kultury.

Tabe a 3

Wplyw stezenia mannitolu i 2,4-D na indukcje androgenezy w kulturze pylnikéw odmiany Mobek

Stezenie mannitolu

2,4-D w pozywce (mg dnvz)

(mol dm h 02 20 20 ™02 srednt
03 51,9 6,9 65,1 413 a
struktur)' zarodkowe 0,7 68,8 41 27,0 332a
$rednia 60,3 b 55 a 46,1 b
0,3 17,0 ab 31 a 31,9 he 174
rosliny ogdtem 0,7 354 ¢ 18 a 91 a 154
Srednia 26,2 25 20,5
03 28 a 0,0 a 9,3 ab 4,0
ro$liny zielone 0,7 16,7 b 00a 22 a 6,3
$Srednia 9,7 0,0 57
0,3 14,3 ahc 31l a 22,6 ¢ 133
rodliny albinotyczne 0,7 18,6 bc 18 a 6,9 ab 91
Srednia 16,5 25 148

Srednie oznaczone ta sama litera nie roznig sie istotnie przy P = 0,05

Reakcja odmian na badane czynniki kultury byla zr6znicowana. Zdolnos¢ do ege-
neracji zielonych roélin u Igri i Rastika zalezata gtéwnie od stezenia mannitolu, lato-
miast te odmiany nie wykazywaty istotnych roznic pod wptywem zastosowanych ste-
zen auksyny. Mobek okazat duzg wrazliwos$é na wyzsze stezenie auksyny, wyrazijaca
sie znacznym spadkiem zdolnosci do embriogenezy i w konsekwencji brakiem lege-
neracji zielonych roslin. U tej odmiany obserwowano istotnie pozytywna reakce na
poczatkowo wysokie, a nastepnie obnizone stezenie auksyny we wspétdziatanu ze
stabszym stresem osmotycznym. Podobng tendencje zauwazono u Igri.

4. Dyskusja

U zbbz najwieksza wydajnosé haploidéw osiaga sie w kulturze mikrospor. Kisha,
ktory wraz ze swoim zespotem przez szereg lat doskonalit te technike u jeczmi*nia,
przyznat jednak, ze jej ujemng cechg sg trudnosci z wdrozeniem wynikajgce : po-
trzeby zapewnienia Scisle kontrolowanych warunkéw wzrostu roslinom matecziym

248 PRACE EKSPERYMEN ALNE



Whpltyw stezenia 2,4-D i stresu osmotycznego na androgeneze w kulturze pylnikéw jeczmienia

oraz odpowiedniego wyposazenia, rezimu sterylnosci i precyzji w pracach laborato-
ryjnych (12). Z tych powoddw réwnolegle doskonali sie technike kultury pylnikéw,
w ktorej mozna wykorzystac rosliny rosngce w polu i przecietnie wyposazone labo-
ratoria in vitro (Kruczkowska i in. w druku).

Traktowanie wstepne mannitolem sprzyja regeneracji zielonych roslin (10,12,18).
Cistue i in. (10) i Castillo i in. (9), badajac rézne stezenia mannitolu (0,3-1,5 mol dnr?),
wykazali zalezno$¢ miedzy wzrastajacym stezeniem a liczbg uzyskanych zielonych
ro$lin; odmiany oporne na indukcje reagowaty pozytywnie na silniejszy stres. W na-
szych wczedniejszych badaniach, prowadzonych na 5 odmianach, za optymalne uz-
nano stezenie 0,7 mol dnr”™ (19). W tej pracy u wszystkich badanych odmian zwiek-
szenie stezenia mannitolu z 0,3 do 0,7 mol dnr” okazato sie korzystne, szczeg6lnie
u Rastika, odmiany o najmniejszej zdolnosci do regeneracji zielonych roslin.

U zb6z najczesciej uzywana auksyng do indukcji somatycznej embriogenezy na
kalusujacych fragmentach roslin jest 2,4-D. Biorac pod uwage podobierstwo pomie-
dzy somatyczna embriogenezg i androgeneza indukowang in vitro, przydatnos¢ tej
auksyny jest, jak sie wydaje, oczywista. Niektdrzy autorzy stosujg jednak inne auk-
syny, szczegOlnie dotyczy to kultur mikrospor (12,11), mimo ze - jak podaje Kasha
- 2,4-D charakteryzuje sie stabilnym stezeniem w poréwnaniu z kwasem fenylo-
octowym (PAA), ktdrego zastosowanie wymaga eksperymentalnego ustalenia steze-
nia zaleznie od genotypu (1-10 mg dm*). Zakres stezenia 2,4-D stosowanego w kul-
turze pylnikow jest wezszy, jednak aplikacja wybranego stezenia wymaga ostrozno-
$ci ze wzgledu na reakcje na te silng auksyne: w przeciwienstwie do Igri i Rastika
u odmiany Mobek stezenie 2 mg dnr™ 2,4-D okazato sie szkodliwe. Zr6znicowana
reakcja odmian na stezenie 2,4-D moze by¢ wynikiem endogennego poziomu auksy-
ny oraz wiasciwosci Sciany pylnika. Na podstawie badan Hoekstra i in. (16), potwier-
dzonych réwniez w naszych doswiadczeniach, optymalne state stezenie tej auksyny
w kulturze pylnikéw jeczmienia ustalono na poziomie 0,2 mg dnr®., Wedtug Hoeks-
tra i in. (16) bez traktowania wstepnego 2,4-D dziata jak czynnik stresujacy, ktory in-
dukuje androgeneze. Mozna byto zatem oczekiwa¢ wspotdziatania obydwu czynni-
kéw stresujacych, tj. mannitolu i 2,4-D. Udowodniono takie wspotdziatanie u od-
miany Mobek, bardzo wrazliwej na wyzsze stezenie auksyny: zastosowanie stezenia
2 mg dnr™ 2,4-D przez krotszy czas dato pozytywne rezultaty tylko przy nizszym
stezeniu mannitolu.

5. Podsumowanie

Indukcja androgenezy w kulturze in vitro mikrospor jeczmienia jest najbardziej
wydajng metoda haploidyzacji, lecz trudng do zastosowania w warunkach stacji ho-
dowlanej. Z tego powodu réwnolegle doskonali sie technike kultury mikrospor
i kultury pylnikéw. W kulturze pylnikéw 3 odmian jeczmienia o r6znej zdolnosci do
androgenezy wykazano pozytywny wptyw traktowania wstepnego 0,7 mol dm”
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mannitolem oraz dodatku 0,2 mg dnr® 2,4-D w pozywce indukujgcej. U odmiany
Mobek udowodniono wspétdziatanie dwoch badanych czynnikéw stresowych, man-
nitolu i auksyny.
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