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Poréwnanie metod mikrorozmnazania
polskich odmian jeczmienia i owsa
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Comparison of micropropagation methods in Polish cultivars of bar-
ley and oat

Summary

Obtaining transgenic plants in cereal cultivars of agronomic value requires
an efficient method of micropropagation which does not cause additional varia-
tion. Recently suggested protocols consist in inducing regeneration of multiple
shoots from apical meristems of seedlings derived in vitro from mature dry
seeds. We have compared the efficiency of three protocols: after Zhang et al.
(4), Sharma et al. (8) and Ganeshan et al. (10) in several Polish cultivars of barley
and oat. In the examined cultivars, the protocol after Ganeshan et al. (10)
proved to be more efficient, less laborious and faster.
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1. Wstep

Mikrorozmnazanie jest wykorzystywane w hodowli zb6z do
namnazania cennych genotypow i mutantow. Jak tez utrzymywa-
nia kolekcji i niektérych linii, np. linii wolnych od patogendéw.
Dla ulepszenia wartosciowych odmian drogg transgenezy nie-
zbedna Jest, oprocz odpowiedniej metody wprowadzania genéw
do komoérek, wydajna procedura mikrorozmnazania, nie wno-
szgca dodatkowej zmiennosci.

Gatunki zbéz klimatu umiarkowanego sg stosunkowo odpor-
ne przy mikrorozmnazaniu, poniewaz niewiele rodzajow eks-
plantatowjest zdolnych do regeneracji, a wydajnos¢ tego procesu
Jest niezadowalajaca i w znacznym stopniu zalezna od genotypu.
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Poczatkowo za najlepsze uznano eksplantaty z niedojrzatych tkanek i organéw, naj-
czesciej niedojrzatych zarodkéw, ktére w kulturze kalusowaly i z kalusa powstawaty
pedy przybyszowe lub zarodki somatyczne (1). Te metody wymagaly uprawy roslin
matecznych, a posrednictwo kalusa niosto niebezpieczenstwo zmiennosci genetycz-
nej, albinizmu i obnizonej ptodnosci. W kilku pracach wskazano réwniez na mozli-
wos¢ bezposredniej indukcji zarodkéw somatycznych na fragmentach tarczek za-
rodkowych (2,3).

W ostatnich latach opracowano metody mikrorozmnazania zb6z z wykorzysta-
niem dojrzatych suchych ziarniakow. Merystemy wierzchotkowe siewek uzyskanych
w kulturze sg zdolne do namnozenia pedéw bez kalusa. Ten spos6b regeneracji jest
mniej zalezny od genotypu i zdecydowanie ogranicza niebezpieczenstwo wystepowa-
nia niepozadanej zmiennosci somaklonalnej. Komorki merystemu wierzchotkowego
moga by¢ obiektem transformacji, np. metodg mikrowstrzeliwania, a nastepnie po
namnozeniu sg zdolne do regeneracji transformantéw bez posrednictwa kalusa. Suche
nasiona sg dostepne przez caly rok, a tok prac technicznych jest fatwiejszy (4-10).

Celem pracy byto poréwnanie przydatnosci trzech procedur - wg Zhang i wsp.
(4), wg Sharma i wsp. (8) i Ganeshan i wsp. (10) - do mikrorozmnazania kilku pol-
skich odmian jeczmienia i owsa. Zgodnie z nasza wiedza nie stosowano dotad
u owsa procedury wg Sharma i wsp. (8,9).

2. Materia! i metody

Do doswiadczenia wzieto dojrzate suche ziarniaki jeczmienia browarnego od-
mian Basza i Stratus oraz owsa odmian Chwat (tylko w do$wiadczeniu wstepnym),
Bohun i Szakal. Nasiona otrzymano od hodowcéw tych odmian i przechowywano je
w temperaturze 4°C.

W doswiadczeniu wstepnym poréwnano dwie procedury oznaczone jako Z i S,
tj. wg Zhang i wsp. (4) oraz Sharma i wsp. (8), a w doswiadczeniu gtéwnym - pro-
cedury Si G, tj. wg Sharma i wsp. (8) oraz Ganeshan i wsp. (10). Ziarniaki dezynfeko-
wano w nierozcienczonym Domestosie przez 45 min, ptukano w sterylnej wodzie,
izolowano zarodki i wykladano na odpowiednie pozywki w celu uzyskania siewek.
Eksplantatami bylty wierzchotki pedéw siewek.

Sktad pozywek podstawowych dla badanych metod jest podobny, réznice do-
tycza gtdbwnie zastosowania regulatorow wzrostu, tj. 2,4-D (kwas 2,4-dichloro-feno-
ksyoctowy), BAP (6-benzylaminopuryna), picloramu (kwas 4-amino-3,5,6-trichloropi-
kolinowy), TDZ (tidiazuron).

Zgodnie z procedurami Z i G, przez caly okres kultury utrzymywano ten sam po-
ziom regulatoréow: Z - 0,5 mg/l 2,4-D -1 2 mg/l BAP, G - | mg/l TDZ dla jeczmienia
(pozywka MBTI) i 1| mg/l TDZ -- 1 mg/l BAP dla owsa (pozywka TI Bl).

W procedurze S pozywka indukujgca charakteryzuje sie wysokim poziomem re-
gulatoréw (pozywka MPT: 2 mg/l picloramu -f 3 mg/l TDZ), ktéry w dalszych etapach
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kultury obniza sie: w pozywce mnozacej MPTI - 2 mg/l picloramu + 2,5 mg/l TDZ,
w pozywce wydtuzajgcej pedy MPT2 - 0,1 mg/l picloramu + | mg/l TDZ. U owsa
w kombinacji S pasaz mnozacy (pozywka MPTI) i pasaz wydtuzajacy pedy (pozywka

MPT2) przeprowadzono w trzech wersjach: SI - Ix pasaz mnozacy + IX pasaz
wydtuzajgcy (zgodnie ze schematem podanym przez autoréw metody); S2 - 2x pa-
saz mnozacy - Ix pasaz wydtuzajacy; S3 - Ix pasaz mnozacy + 2x pasaz wy-
diuzajacy.

Dla kazdej odmiany i metody wytozono po 250 zarodkéw na 10 ptytek Petriego
(9 cm). Eliminowano ptytki z zakazeniami oraz takie, na ktorych Zzaden eksplantat
nie podjat regeneracji pedow. Pedy ukorzeniano na pozywkach zaleconych przez
autorow metod. Kulture prowadzono w ciagu 10-11 tyg. -f 2-4 tyg. przeznaczone na
ukorzenianie.

Dla danych przedstawionych w tabelach 2-4 przeprowadzono analize zmienno-
éci i wyznaczono LSD przy P = 0,05.

3. Wyniki i dyskusja

w doswiadczeniu wstepnym wydajnos$¢ procedur Z i S, wyrazona $rednig liczbg
pedéw uzyskanych z jednego eksplantatu, nie réznita sie istotnie (danych nie przed-
stawiono). W doswiadczeniu gtéwnym zastosowano ponownie procedure S, wpro-
wadzajac jej modyfikacje, nie powtdrzono natomiast procedury Z ze wzgledu na jej
wiekszg pracochtonnos¢ (odplewianie, kilkakrotne przycinanie pedéw).

Straty poniesione w pierwszej fazie kultury wynikaly z zakazen (rézne zrédta ma-
teriatu) oraz braku reakcji niektérych eksplantatow na indukcje morfogenezy (tab. 1).
Skuteczno$¢ indukcji zalezata od gatunku i procedury. U owsa udziat reagujacych
eksplantatéw byt ogdélnie wysoki (66-82%), u jeczmienia zdecydowanie lepsza byta re-
akcja na procedure G niz S. Na pozywkach wedtug procedury S eksplantaty jeczmie-
nia albo nie podejmowaly organogenezy i zamieraly (Basza), albo podejmowaly ja
nieliczne (Stratus), a w dalszym toku kultury pedy regenerowaty bardzo wolno.

Tabela 1

Indukcja organogenezy

Liczba eksplantatow Liczba reagujacych
Gatunek Odmiana Procedura ’p . g acy
(powtdrzen) eksplantatow (%)
1 2 3 4 5
G 47 (2)* 41 (87,2)
Basza
) - ) S 140 (7) 0 (0)
jeczmien zwyczajny
G 246 (10) 222 (90,2)
Stratus
S 124 (7) 18 (14,5)
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1 2 4 5

G 200 (8) 154 (77,0)

Bohun
S 192 (9) 142 (74,0)

owies zwyczajny

G 121 (5) 99 (81,8)

Szakal
S 128 (6) 84 (65,6)

G - wgGaneshan i wsp. (10), S — wg Sharma i wsp. (8), po eliminacji pltytek z eksplantatami zakazonymi lub niere-

generujacymi pedow.

W wyniku poréwnania wydajnosci obu metod zastosowanych u owsa (tab. 2) wy-
kazano, ze u badanych odmian istotnie lepsza byta procedura G: u odmiany Bohun
otrzymano prawie dwukrotnie wiecej pedéw w przeliczeniu na reagujacy eksplantat
niz w kombinacji S, a u odmiany Szakal - prawie szes$ciokrotnie wiecej.

Tabela 2

Poréwnanie wydajnosci mikrorozmnazania owsa, uzyskanej za pomocg dwéch metod

Srednia liczba pedéw

Liczba Eksplantaty Liczba
Odmiana Procedura eksplantatéw niemnozace uzyskanych z eksplantatu
(powtdrzeri) pedow (%) pedéw wyltozonego reagujacego
G 200 (8) 23,0 5613 28,1 36,7
Bohun
s 75 (3) 18,6 1161 155 19,0
G 121 (5) 18,2 6500 54,2 66,2
Szakal
S 55 (3) 10,9 575 10,4 11,5
LSI), =005 6,53 7.24

G - wg Ganeslian i wsp. (10), S - wg Sliarma i wsp. (8).

Na podstawie poréwnania wydajnosci mikrorozmnazania obu gatunkéw i ich
odmian metoda G (tab. 3) wykazano, ze w tym samym czasie kultury owies regene-
rowat znacznie wiecej pedow niz Jeczmieh. Wystgpity tez istotne réznice odmia-
nowe: Stratus byt ponad 2,5 raza bardziej wydajny niz Basza, Szakal prawie dwa
razy lepszy niz Bohun. W publikacjach autoréw obu procedur réwniez podkresio-
no szczegl6lng opornos¢ Jeczmienia na indukcje organogenezy i JeJ zaleznos¢ od
genotypu.
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Tabela 3
Wydajno$¢ mikrorozmnazania jeczmienia i owsa metoda wg Ganeshan i wsp. (10)

Srednia liczba pedéw

Liczba Eksptantaty Liczba
Gatunek Odmiana eksplan tatéw niemnozace uzyskanych z eksptantatu
(powtérzen) pedéw (%) pedéw wylozonego reaguiacego

jeczmien Basza 47 (2) 12,8 295 6,3 7.2
zwyczajny Stratus 246 (10) 9,8 4212 171 19,0
owies Bohun 200 (8) 23,0 5613 28,1 36,4
zwyczajny Szakat 12t (5) 18,2 6500 54,2 66,2
LSD,,=0,05 5,55 5,96

Modyfikacja metody S polegajaca na powtérzeniu pasazu wydtuzajacego pedy
okazata sie istotnie korzystna, poniewaz w kombinacji S3 otrzymano 3-4 razy wie-
cej pedéw niz w SI (tab. 4). By¢é moze przyczyng wolnego wzrostu peddw owsa byla
niekorzystna reakcja na picloram lub zbyt wysokie stezenie zastosowanych regula-
toréw. W badaniach Ganeshan i wsp. (7,10) we wszystkich fazach mikrorozmna-
zania optymalne stezenie TDZ bylo nizsze niz w pracach Sharma i wsp. (8,9).

Tabela 4

Skuteczno$¢ modyfikacji metody wg Sharma i wsp. (8) u odmian owsa

Odmiana Bohun Odmiana Szakat
Kombinacia Liczba Srednia liczba pedéw Liczba Srednia liczba pedéw
eksplantatow z ekspfantatu eksplantatéw z eksptantatu
(powtorzeri) wylozonego reagujacego (powtdrzer)) wylozonego reagujacego
S 1 75 (3) 15,5 19,0 55 (3) 10,4 115
S2 100 (4) 18,2 22,6 49 (2) 14,3 20,1
S3 75 (3) 45,9 56,2 55 (3) 43,0 46,4
LSl),,=o,05 3,76 19,04 17,61 14,39
SI - 1 X pasaz mnozacy-I- | x pasaz wydtuzajacy pedy, S2 — 2 x pasaz mnozacy-I- | x pasaz wydtuzajacy pedy, S3 - #x

pasaz mnozacy -f- 2 x pasaz wydtuzajacy pedy.

Pedy obu gatunkéw o diugosci 3-5 cm lub wieksze ukorzenialy sie w 70-100%
W ciggu 2-4 tygodni.
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4. Podsumowanie

- Wierzcholki siewek, uzyskane w kulturze z dojrzatych suchych ziarniakéw ba-
danych odmian Jeczmienia i owsa, mnozyly pedy bez posrednictwa kalusa. W czasie
jednego cyklu kultury, tj. 3-3,5 miesiecy, uzyskano srednio od kilku do kilkudziesie-
ciu namnozonych roslin z jednego eksplantatu, zaleznie od gatunku, odmiany i za-
stosowanej metody.

- Owies liczniej mnozyt pedy niz jeczmien. U obu gatunkéw wystgpity istotne
réznice odmianowe w zdolnosci do regeneracji pedow.

- Zastosowane metody réznity sie wydajnoscia, pracochtonnoscia i dtugoscia
okresu kultury. Najbardziej skuteczna okazata sie procedura G wg Ganeshan i wsp.
(10). Procedura Z wg Zhang i wsp. (4) byta nieco bardziej pracochtonna (odplewia-
nie, kilkakrotne przycinanie pedéw). Wykazano, ze w poréwnaniu z procedurg G
metoda S wg Sharma i wsp. (8) byla mniej efekt)AA/na, poniewaz charakteryzowata
sie nizszym udziatem regenerujacych eksplantatow, wiekszg pracochtonnoscig (réz-
ne pozywki dta kolejnych etapow kultury) i koniecznoscig wydtuzenia cyklu mikro-
rozmnazania.
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