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The induction of haploids of rye {Secale cereale L.) by the anther
culture

Summary

Haploid plants are often used for genome mapping, to induce mutations
and also for the production of homozygous plants. They are also needed in het-
erosis breeding. Androgenesis is one of the methods of their obtainment. The
study focused on the development of induction haploid plants and double ha-
ploid lines of rye.

In the experiment, seven varieties of rye were used: Amilo, Dankowskie
Nowe, Dankowskie Ztote, Kier, Motto, Walet, Warko. The seedlings were verna-
lised at natural conditions or in the refrigerator. Plants were grown in the green-
house. Spikes with pollen at the uninucleate stage were harvested and stored at
4°C in the dark for 48 hours.

The influence of the varieties and the medium used on the androgenesis
was tested. Modified Ns and potato medium were used. Anthers were cultivated
in the dark for 4 weeks at 28°C. Very low incidence of callus-producing plants
(0,0-0,390) and of any regenerated plants v/as observed.
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1. Wstep

Haploidy sg to rosliny o liczbie chromosomow charaktery-
stycznej dla gamet danego gatunku. Znajdujg one szereg zasto-
sowan w badaniach genetycznych dotyczacych mutacji, mapowa-
nia genomoéw oraz poszukiwania markeréw. Mozna je roéwniez
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wykorzystywa¢ w hodowli heterozyjnej roslin do otrzymywania linii podwojonych
haploidéw bedacych homozygotami. Stosujac klasyczne metody hodowli roslin, ta-
kie jak chow wsobny, do otrzymania linii homozygotycznych potrzeba kilku lat. Wy-
korzystujgc techniki kultur in vitro mozemy uzyskac te linie nawet w ciggu roku.

W ostatnich latach wzrasta znaczenie haploidow w hodowli takich gatunkow
jak: pszenica, pszenzyto, jeczmien, rzepak, tyton i wielu innych. Jedng z metod ich
otrzymywania jest androgeneza, do ktorej wykorzystuje sie techniki kultur pylni-
kow i izolowanych mikrospor. Celem przeprowadzonego eksperymentu byto opra-
cowanie metodyki uzyskiwania roslin haploidalnych zyta.

2. Materiat roélinny i metodyka

Materiat badawczy stanowito siedem odmian zyta ozimego (Secale cereale L.):
Amilo, Dankowskie Nowe, Dankowskie Ztote, Kier, Motto, Walet, Warko, z kt6rych
losowo wybrano okoto 300 genotypdw. Siewki byly jarowizowane w naturalnych
warunkach przez dwa miesigce (listopad, grudzien) lub w chtodziarce w temperatu-
rze 1°C przez 8 tygodni. Dalszy wzrost roslin odbywat sie w szklarni. Ktosy z mikro-
sporami w stadium jednojadrowym traktowano obnizong temperaturg (4°C przez 48 h).

Losowo wybrane kwiatostany z poszczeg6lnych odmian odkazano w 6% podchlo-
rynie sodu przez 5 min, a nastepnie dwukrotnie ptukano w wodzie destylowanej
sterylnej. Z kioskéw izolowano pylniki i umieszczano w ptytkach Petriego o Sredni-
cy 5 cm w liczbie 40-50 sztuk. Kultury pylnikéw prowadzono stosujac pozywki Ne
(1) oraz pozywki ziemniaczane (Pg i W5) z modyfikacjami (2) (tab. 1).

Tabela 1
Skilad pozywek indukcyjnych stosowanych do kultur pylnikéw zyta
. Pozywka
Sktadnik N6 (1) (mgll) P4 (2) (nigll) W5 (2) (mgd)

| 2 3 4
KNO, 2830 1150 1500
Ca(NOOT + 4H,0 ) 100 -
(NH4),504 - 100 250
KH2PO4 400 200 200
KCI - 35 -
CaCf 1 2H20 166 - 80
MgS04 7H20 185 125 100
Na? - EDTA 37,3 37,3 37,3
FeS04 + 7H?0 27,8 27,8 27,8
MnS044H20 44 - 5
ZnS04m7H20 15 - 2
H,BO, 1,6 - 2
KI 08 - 1
glicyna 2,0 - 2
tiamina - HCI - 10 1
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!
pirydoksyna - HCi
kwas nikotynowy
glutamina
IAA
24 - D
picioram
kinetyna
sacharoza
maltoza
ekstrakt ziemniaczany

3. Wyniki
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Kalus oraz embrioidy tworzyty sie na wytozonych pylnikach po szesciu tygo-
dniach prowadzenia kultury. W prowadzonych kulturach pylnikéw zyta najkorzyst-
niejsza do indukcji androgenezy okazata si¢ pozywka ziemniaczana W5 (2) (tab. 1),
na ktérej najlepiej regenerowaty embrioidy i kalus odmiany Amilo. Pozostate dwie
pozywki nie powodowaty indukcji androgenezy. Na wytozonych ogétem 5250 pylni-
kéw (na kazda pozywke 1750 pylnikéw) zaledwie 9 z nich podjeto rozwéj w warun-
kach in vitro. Otrzymano kalus oraz embrioidy, z ktorych niestety nie udato sie zre-

generowac rodlin (tab. 2).

Wplyw odmiany oraz pozywki na indukcje androgenezy w kulturach pylnikéw zyta

N6
Odmiana Liczba
wytozonych
pylnikéw
Amilo 250
Darkowskie Nowe 250
Dankowskie Ztote 250
Kier 250
Motto 250
Walet 250
Warko 250

150

Procent
powstatych
embrioidéw
i kalusow

(%)
0

o 0o oo oo

Pozywka indukcyjna

Liczba
wytozonych
pylnikéw

250
250
250
250
250
250
250

P4

Procent
powstatych
embrioidow
i kalusow

(%)
0

o oo o oo

Tabela 2
Ws
Procent
Liczba powstatych
wytozonych embrioidéw
pylnikow i kalusow
(%)

250 0,3

250 0,1

250 01

250 0

250 0

250 0

250 0
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4, Dyskusja

Efektywno$¢ androgenezy zalezy od szeregu czynnikdw, a gtéwnie od: genoty-
pu, stadium rozwojowego mikrospor, warunkéw wzrostu roslin donorowych i trak-
towania wstepnego ktoséw oraz skladu pozywki.

W wielu pracach podkresla sie decydujace znaczenie genotypu dla przebiegu
kultur in vitro, juz w pierwszych artykutach dotyczacych indukowania haploidéw
u zyta {Secale cereale L) zaobserwowano niski odsetek regenerujacych roslin, z kté-
rych na dodatek liczne sg albinotyczne, np. Wenzel i in. (3) z 84 000 wytozonych na
pozywki pylnikéw otrzymali 68 roslin, z czego 61 albinotycznych. W omawianej pra-
cy wykorzystano siedem podstawowych odmian zyta ozimego, z ktorych losowo
wybrano okoto 300 genotypdw. Ich potencjat regeneracyjny Jest zroznicowany, ale
mozna powiedzieé, ze raczej niski. W zwiagzku z bardzo niskim odsetkiem regene-
rujacych eksplantatbw w przeprowadzonym eksperymencie trudno wnioskowac,
ktéra z siedmiu badanych odmian ma zdolnosci androgenne. W wielu innych do-
Swiadczeniach dotyczgcych otrzymywania haploidéw z réznych genotypow Secale
cereale zaohserwowano bardzo duze trudnosci w indukowaniu androgenezy (3-6).

Kolejnym czynnikiem decydujacym o powodzeniu androgenezy u zyta sg warun-
ki wzrostu roélin donorowych i traktowanie wstepne ktoséw. W dyskutowanej pracy
wykorzystano dwie metody Jarowizacli: w warunkach naturalnych oraz z wykorzy-
staniem chtodziarek. Czas dziatania niskiej temperatury byt identyczny - 8 tygo-
dni. Roéliny dalej rosty w szklarni lub w warunkach polowych. Flehinghaus i in. (6)
wskazujg Jako optymalny dla roslin czas wernalizacji wynoszacy 10 tygodni w tem-
peraturze 2°C, przy czym Jarowizacla ponizej 8 tygodni powoduje stabe ktoszenie
oraz niska reakcje pylnikow w kulturach in Wtro. Jarowizacla i dalszy wzrost roslin
donorowych z cytowanej pracy przebiegaty w scisle kontrolowanych warunkach.
Z kolei Daniel (7) Jako korzystniejsze warunki do wernalizacji wskazuje temperature
4°C przez 14 tygodni, a dalszy wzrost roslin odbywat sie w nizszych temperaturach
niz stosowane przez Flehinghaus-Roux i in. (6). Deimling i Flehinghaus-Roux (8)
wskazujg na bardzo silny wptyw temperatury na androgeneze i podkreslaja, ze zdol-
nosci regeneracyjne spadajg drastycznie w miesigcach maj - wrzesien, kiedy nie
mozna regulowac temperatury w szklarni.

Ktosy w odpowiedniej fazie rozwojowej poddawano dziataniu niskiej temperatu-
ry (4°C przez 48-72 h). Wenzel i in. (9) traktowali ktosy temperaturg 6°C przez 6 do
10 dni, a Daniel (7) oraz Flehinghaus-Roux i in. (10) stosowali temperature 4°C przez
7 dni. Z kolei Orlikowska (4) oraz Wenzel i Thomas (11) nie poddawali ktoséw
dziataniu niskiej temperatury twierdzac, ze czynnik ten nie wplywa na androgeneze.

W prezentowanej pracy wykorzystano pylniki znajdujace sie w stadium mikro-
spor $rednio- i p6znojednojadrowych wzorujac sie miedzy innymi na pracy Flehin-
ghaus-Roux i in. (10).

Kolejnym czynnikiem decydujacym o przebiegu regeneracji w kulturach pylni-
kow zyta Jest pozywka. Z wszystkich zastosowanych najkorzystniejsza. Jak sie¢ oka-
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zato, jest pozywka W5 (2) zawierajgca ekstrakt ziemniaczany oraz maltoze jako
zrédlo wegla organicznego. Wada jej jest ekstrakt ziemniaczany poniewaz jego
standaryzacja nie jest mozliwa, a skfad trudny do ustalenia. Na pozywce Ng stosowa-
nej przez Wenzla i in. (9) nie zaobserwowano tworzenia sie kalusa lub embrioidow,
podobnie jak na pozywce P4 (2).

Do najwazniejszych czynnikéw decydujacych o przebiegu androgenezy naleza:
genotyp, warunki wzrostu roslin donorowych i traktowanie wstepne kiosow, sta-
dium rozwojowe mikrospor, sktad pozywki oraz warunki prowadzenia kultury. Wa-
runkiem wykorzystania kazdej techniki kultur in vitro w hodowli jest jej prostota,
wysoka efektywno$¢ oraz niskie koszty. Czynnikami ograniczajgcymi wykorzystanie
kultur pylnikéw zyta do uzyskiwania haploidéw i linii podwojonych haploidéw,
a dalej w hodowli heterozyjnej, sa przede wszystkim niska efektywno$¢ androgene-
zy oraz wysoki udziat roslin z defektami chlorofilowymi.
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