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Izolowane mikrospory jako zrdédio
podwojonych haploidéw jeczmienia

Sylwia Oleszczuk, Janusz Zimny
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roélin, Radzikéw

Isolated microspores as a source doubled haploids of barley
Summary

In vitro techniques for doubled haploids (DH) production allow for obta-
ining homozygous lines in a single generation. This is connected with shorter
breeding cycle of the new variety. DH lines have a potential for being used in
the selection of recombinants, stabilising of transformed lines and molecular
mapping. DH lines are produced from isolated microspores through haploid
embryogenesis. Microspore culture has several advantages over anther culture:
it reduces the time of cultures, enables monitoring of the earliest phase of em-
bryogenesis, allows direct development of embryos, facilitates the in vitro selec-
tion and mutation, allows for avoiding regeneration from somatic anther tissu-
es. Moreover, microspore culture appears to be a promising tool in genetic ma-
nipulations (transformation, mutagenesis) and it can be used as a source of pro-
toplasts and suspensions.

Here we report on how to induce microspore embryogenesis, resulting in
plant formation. The switch of microspore development from gametophytic to
sporophytic pathway has been stimulated by various stress factors like cold and
heat shock, starvation. Stress treatment not only stops pollen development but
also re-programmes the microspore towards embryo formation. The effects of
various parameters including pretreatment, carbohydrates and nurse culture
have been investigated. After optimising the culture conditions we were able to
regenerate high number of fertile plants.
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1. Wstep

Techniki in vitro otrzymywania podwojonych haploidéw (DH)
pozwalajg na uzyskanie w ciggu Jednego pokolenia linii homozy-
gotycznych, z czym zwigzane jest skrécenie cyklu hodowlanego
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nowych odmian. DH umozliwiajg zwiekszenie efektywnosci selekcji pozadanych re-
kombinantéw, utrwalenie linii transformantéw oraz konstruowanie map genetycz-
nych. jednym ze sposobdéw pozwalajacych na otrzymanie DH jest haploidalna em-
briogeneza wykorzystujaca kultury izolowanych mikrospor. Kultury takie maja wiele
zalet. Krotki czas prowadzenia, mozliwos¢ $ledzenia wczesnych stadiow embrio-
genezy, bezposredni rozwoj zarodkéw, fatwe stosowanie czynnikow selekcyjnych
i mutagennych oraz mozliwos$¢ unikniecia regeneracji z somatycznej tkanki pylnika
stanowig o ich wyzszosci nad kulturami pylnikéw. Poza tym umozliwiajg prowadze-
nie badan podstawowych, manipulacji genetycznych (transformacja, mutageneza)
oraz moga by¢ zrédtem zawiesin i protoplastow.

W przedstawionej pracy optymalizacja warunkéw kultury izolowanych mikro-
spor zmierzata do uzyskania jak najwiekszej liczby ptodnych regenerantéw. Okres-
lono wptyw wstepnego traktowania (ktosdw, pyinikow), cukrow i kultury nianki na
wzrost efektywnosci haploidalnej embriogenezy.

2. Materiaty i metody

w do$wiadczeniach wykorzystano odmiane Scarlett jeczmienia browarnego. Zrod-
tem eksplantatu byly chtodzone (4°C) przez 1-4 tygodni klosy oraz pylniki wyprepa-
rowane z kloséw i poddane wstepnej kulturze, polegajacej na umieszczeniu ich
w roztworze 0,3 M mannitolu w temperaturze 26, 32 i 4°C. lzolacje mikrospor
z ktosow przeprowadzono w blenderze, a do uwolnienia mikrospor z izolowanych
pylInikow uzyto mieszadetka magnetycznego. Zywotne mikrospory w odpowiednim
zageszczeniu (1-5 x 10" mikrospor/ml) umieszczano w ptynnej pozywce w ciemno-
§ci na 2-4 tygodnie. Powstajace zarodki przenoszono na pozywke regeneracyjna.
Zregenerowane ro$linki umieszczano w doniczkach z gleba. Regeneranty wyprowa-
dzone z mikrospor poddano badaniom cytologicznym polegajgcym na okresleniu
liczby chromosomow w komérkach merystematycznych stozkéw wzrostu korzeni.
Analizy te prowadzono w potgczeniu z obserwacjami ptodnosci u zregenerowanych
roslin. W przeprowadzonych eksperymentach przetestowano wptyw rodzaju cukru
(maltoza i sacharoza) oraz kultury nianki (pochodzacej z odmiany Igri) w postaci:
zalazni, pylnikbw oraz mieszaniny mikrospor i wielokomérkowych agregatéw na
wzrost i rozw0j izolowanych mikrospor.

3. Wyniki i dyskusja

Zmiane rozwoju mikrospor z drogi gametofitowej na sporofitowg stymulowano
stosujac réznego rodzaju czynniki stresowe, ktérym poddawano, przed wiasciwg kul-
turg in vitro, Sciete klosy lub wyizolowane pylniki. Pod wptywem stresu uruchomiony
zostat mechanizm indukujacy rozwéj zarodkéw, co jednoczes$nie uniemozliwia po-
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wstanie dojrzatych ziaren pytku. Wstepne traktowanie kloséw niska temperaturg wpty-
neto pozytywnie na tworzenie sie agregatow komaérkowych i liczbe uzyskanych zarod-
kéw. Czas dziatania niskiej temperatury miat wptyw na zywotnos¢ mikrospor. Diugo-
trwate chtodzenie kltoséw powodowato spadek zywotnosci oraz sprzyjato powstawaniu
roslin albinotycznych. Nisca temperatura, jako podstawowy czynnik indukujacy em-
briogeneze byla stosowara tez przez innych autorow (1-3). Kolejnym stresem wpty-
wajacym na rozwoj mikrospor w Kierunku sporofitu okazato sie tzw. ,,gtodzenie”, czyli
kultura pylnikéw na poz>"kach ubogich w cukry i azot (4-6). Podczas procesu ewolucji
,»gtodzenie”, powodowane niedoborem sktadnikdw odzywczych, wptywato na proces
réznicowania si¢ komorek oraz zmiane faz rozwojowych réznych organizméw. Zatem
samo ,,gtodzenie” moze mie¢ wptyw na indukcje embriogenezy w kulturze mikrospor,
gdzie ma miejsce zmiana drogi rozwojowej z gametofitowej na sporofitowa, co zaob-
serwowano w tych badaniach. Zastosowanie niskiej i wysokiej temperatury w potacze-
niu z ,,gtodzeniem” pylnikdw pozwolito réwniez na przeprogramowanie procesow
zachodzacych w mikrosporach w kierunku embriogenezy. W temperaturze 32°C two-
rzyto sie najwiecej zarodkow. W literaturze spotykane sg przyktady bezposredniego
faczenia stresu ,,gtodzenia” ze stresem niskiej (7,8) lub wysokiej temperatury (9).
Wplyw wysokiej temperatury wigzany jest z rolg biatek szoku cieplnego (HSP) (10). By¢
moze oba te stresy, chociaz w r6zny sposob, prowadza do uruchomienia genéw indu-
kujacych synteze biatek szoku cieplnego, ktérych zmiana poziomu w organizmach
moze hy¢ regulowana rozwojowo oraz pod wptywem streséw. Jezeli w rzeczywistosci
obecnos¢ specyficznych biatek HSP jest wymagana podczas embriogenezy, moze to
wyjasnia¢ dlaczego stres koniecznyjest do indukcji tego procesu.

Jednym z czynnikéw, od ktdrego zalezata wydajnos¢ kultury izolowanych mikro-
spor, byt rodzaj uzytego cukru. Przez dobdr odpowiedniego rodzaju i stezenia cukru
mozna zwiekszy¢ czesto$¢ podziatéw mikrospor prowadzacych do powstania minika-
luséw, z ktérych regenerowano zarodki i rosliny. Procent mikrospor dzielacych sie byt
najwyzszy przy zastosowaniu maltozy jako zrodia wegla i regulatora cisnienia osmo-
tycznego. Ponadto maltoza w stezeniu 90 i 117g/l wptyneta pozytywnie na wzrost licz-
by zielonych roslin. W literaturze wyniki badan nad rodzajem stosowanych cukrow sg
sprzeczne. Chociaz wielu autorow wykazato pozytywny efekt dziatania sacharozy na
kulture mikrospor (11,12), to istnieje wiele danych potwierdzajacych wyniki uzyskane
w tej pracy, podkreslajacych istotng role maltozy dla rozwoju zarodkéw i zielonych ro-
§lin (2,13). Indrianto i in. (7) sugeruja, ze mikrospory na pozywce z maltoza podlegajg
podczas pierwszych dni kultury stresowi ,,gtodzenia” indukujgcego embriogeneze,
wywotanego niedoborem tatwo dostepnego Zrodta wegla. Sytuacja ta moze by¢ zwigzana
réwniez z powolng hydrolizag maltozy przez komérki roslinne w poréwnaniu do szyb-
ko hydrolizLijacej sacharozy (14). Role maltozy takze mozna faczy¢ z utrzymaniem
podczas catej kultury whasciwego osmotikum, co ttumaczono jej powolnym rozktadem
do glukozy. Poza tym mozna przypuszczaé, ze rola maltozy moze by¢ zwigzana z in-
dukcja gendw odgrywajacych wazng role w zmianie drogi rozwojowej z gametofito-
wej na sporofitows.
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Sposrod 3 rodzajow kultury ,,nianki” najwiekszg efektywnos¢ haploidalnej em-
briogenezy uzyskano stosujgc mieszanine mikrospor i wielokomoérkowych agrega-
téw uzyskanych z odmiany Igri. Chociaz zalgznie réwniez wptywaty na wzrost wy-
dajnosci embriogenezy to na podstawie tych badan wykazano, ze nie sg one ko-
nieczne do zainicjowania podziatéw. Rezultaty te sg sprzeczne z doniesieniami Bru-
insa i in. (15), w ktérych wykazano, ze wspdlna kultura z zalgzniami podnosita pro-
cent zywotnych mikrospor oraz z wnioskami Mejzy i in. (12), wedtug ktérych, za-
laznie inicjujg embriogeneze mikrospor. W badaniach tych obecno$¢ zalazni pozwa-
lata natomiast na utrzymanie embriogenezy na wysokim poziomie. Przypuszcza sie,
ze pozytywna rola zalazni (3,12) moze by¢ zwigzana z uwalnianiem przez nie sub-
stancji typu hormonalnego korzystnie wptywajgcych na podziaty mikrospor (16).
Chociaz mechanizm dziatania zalgzni nie Jest poznany to w badaniach Puolimatki
i in. (3) oraz Puolimatki i Pauka (17) dowiedziono, ze Jest on raczej zwigzany z utrzy-
maniem embriogennego rozwoju niz z zainicjowaniem pierwszych podziatéw ko-
morkowych mikrospor. W przeprowadzonych przez nas eksperymentach potwier-
dzamy spostrzezenia tych naukowcow.

Najwieksza grupe regenerantéw wyprowadzonych z mikrospor tworzyty rosliny
catkowicie ptodne - okoto 80% wszystkich uzyskanych regenerantéw. Na podsta-
wie badan cytologicznych stwierdzono, ze blisko 100% ptodnych roélin stanowity
formy ze spontanicznie podwojong liczbg chromosomow (2n = 14).
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