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napus ssp. oleifera) doubled haploid lines

Summary

Regeneration is an important step in a process of obtaining valuable plants
under in vitro conditions. The aim of the research was to characterize the regen-
eration efficiency of 14 rapeseed (Brassica napus ssp. oleifera] doubled haploid
lines which were supposed to reveal different tissue response under in vitro con-
ditions. The plant material consisted of cotyledonous and hypocotylous
explants placed on MS medium with the addition of Img/l and 0,1 mg/1 BAP. Re-
generation efficiency evaluation was calculated on the basis of shoot regenerat-
ing explants number in relation to the total number of explants. The examined
genotypes were characterized by varied regeneration ability and closely related
DH lines with high and low regeneration efficiency were determined.
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1. Wstep

Regeneracja jest istotnym etapem w procesie otrzymywania
wartosciowych roslin w kulturach in vitro. Warunkiem skutecz-
nych systeméw otrzymywania roslin w ten sposob jest ich zdol-
nos¢ do regeneracji. Zanalizowanie podtoza genetycznego rege-
neracji roslin pozwolitoby na zwigkszenie wydajnosci identyfika-
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cji i selekcji genotypow wykorzystywanych w badaniach genetycznych i programach
hodowlanych.

Okreslenie regionéw chromosomowych, a tym samym genéw majacych prawdo-
podobny wplyw na zdolno$¢ do regeneracji w kulturze in vitro jest mozliwe dzieki
wykorzystaniu nowoczesnych metod diagnostycznych. Nalezg do nich m.in. hybry-
dyzacje subtrakcyjne oparte na analizie poréwnawczej genomowego DNA pocho-
dzacego z roslin réznigcych sie pod wzgledem wybranej cechy. Metody te pozwa-
lajg na zidentyfikowanie réznic wystepujacych pomiedzy badanymi genomami oraz
na okreslenie podtoza genetycznego majacego wptyw na ujawnienie sie cechy w fe-
notypie.

W strategii hybrydyzacji subtrakcyjnej zaklada sie, ze poréwnywane genomy po-
chodza od bardzo podobnych jednakze odmiennych pod wzgledem wybranej cechy,
przy czym blisko ze soba spokrewnionych roélin tzw. linii bliskoizogenicznych (NIL,
ang. Near Isogenic Lines). Sg to linie otrzymane w wyniku wielokrotnego samozapyle-
nia roslin mieszancowych pochodzacych z krzyzowania osobnikéw o odmiennej
charakterystyce danej cechy. Uzyskanie takich linii zajmuje ok. 8 do 9 lat. Przygoto-
wanie materiatdw odpowiednich do prowadzenia badar z wykorzystaniem hybrydy-
zacji subtrakcyjnej jest zatem praco- i czasochtonne.

Istotne, jak sie wydaje, jest poszukiwanie rozwigzan, ktére pozwolityby zastgpic¢
dotychczas wykorzystywane modele badawcze i znalez¢ alternatywe dla obecnych
zastosowan. Sposobem na osiggniecie tego celu, jak sie wydaje, jest wykorzystanie
rodlin haploidalnych, w tym réwniez podwojonych haploidéw réznych gatunkéw
uprawnych (w tym rowniez rzepaku ozimego), ktérych metody otrzymywania sg
bardzo dobrze rozpoznane i opracowane. Rosliny DH otrzymuje sie w ciggu dwéch
pokolen, przy czym charakteryzujg sie one bardzo wysoka homozygotycznoscig ma-
terialu genetycznego.

Celem pracy byto okres$lenie efektywnosci regeneracji czternastu linii podwojo-
nych haploidéw rzepaku ozimego (Brassica napiis ssp. oleifera) na pozywkach o okre-
Slonym skladzie regulatora wzrostu. Badanie miato takze na celu wyselekcjonowa-
nie blisko spokrewnionych ze sobg linii 0 wysokiej i niskiej efektywnosci regenera-
cji, mogacych postuzy¢ jako materiat do analiz podtoza genetycznego cechy zdolno-
ci do regeneracji z zastosowaniem hybrydyzacji subtrakcyjnej.

2. Materialy i metody

Materiatem wykorzystanym w badaniu byto czternascie linii DH rzepaku ozimego
wykazujacych zréznicowane zdolnosci regeneracyjne w warunkach kultury in vitro.
Linie otrzymano z kultur pylnikowych odmian hodowlanych Wotan, Kana, Marita
i Bor oraz mieszanca pojedynczego pomiedzy liniami DH-O-120 i C-1041 dzieki wspot-
pracy z Instytutem Hodowli i Aklimatyzacji Roédlin oddziat w Poznaniu. Pochodzenie
otrzymanych linii pogrupowanych wg spokrewnienia przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1
Pochodzenie oraz grupy spokrewnienia 14 linii podwojonych haploidéw rzepaku ozimego
Pochodzenie Otrzymane linie DH

WOTAN W-15, W-69, W-70, W-78, W-131

KANA K-5, K-24

MARITA Mr-2, Mr-5

BOR B-18, B-21

Mieszaniec pojedynczy DH-0-120 x C-1041 11-105, H-129, H-396

W doswiadczeniu tym uzyto dwoch typow eksplantatow, tj. hypokotyli i liscieni.
Eksplantaty pozyskiwano z szesciodniowych siewek rzepaku ozimego. W celu ich
otrzymania odkazano powierzchniowo nasiona wymienionych linii rzepaku wg stan-
dardowych procedur (ptukanie w podchlorynie sodu rozcienczonym z wodg destylo-
wang w stosunku 1.5 przez 5 minut), przemywano 3-krotnie wodg destylowang i wy-
siewano na podstawowej pozywce MS (1) zawierajacej niezbedne skiadniki orga-
niczne i sole mineralne. Nasiona kietkowano w odpowiednich warunkach naswietle-
nia (16-godzinne o$wietlenie o natezeniu 4500 lux), temperatury (24°C) i wilgotno-
sci w pokoju hodowlanym.

Eksplantaty pobierano z mtodych siewek po uptywie 5 dni. Uzyskane eksplantaty
inkubowano ponownie na pozywce MS, zaleznie od uktadu doswiadczenia z dodat-
kiem 6-benzyloaminopuryny (BAP) w ilosci Img/1 i 0,1 mg/l. Kontrole stanowita po-
zywka MS bez dodatku regulatora. Regulator wzrostu BAP przechowywano w posta-
ci roztworu 70% alkoholu etylowego i dodawano do pozywki tuz przed jej rozla-
niem na ptytki. W kazdej ptytce umieszczano po trzy eksplantaty pochodzace z po-
jedynczej siewki, w tym dwa liScienie i hypokotyl. Kombinacja obejmowata 5 phytek
w kazdym z pieciu powtorzen, a zatem 15 wytozonych eksplantatow na powtGrze-
nie. Ogétem wytozono 3150 eksplantatow w tym 1050 eksplantatéw hypokotylo-
wych i 2100 eksplantatow liscieniowych.

Obserwacji regeneracji dokonywano po 28. dniach kultury. Genotypowg zdol-
no$¢ do regeneracji okreslano na podstawie stosunku liczby eksplantatéw regene-
rujgcych pedy do og6tu wytozonych eksplantatéw. Efektywnos¢ regeneracji stano-
wit iloraz liczby eksplantatéw o uformowanych pedach do liczby zatozonych eks-
plantatéw wg wzoru E = RIT x 100%, gdzie E to efektywno$¢ regeneracji, R - licz-
ba eksplantatow regenerujacych pedy, T - ogolna liczba eksplantatow (2).

W celu okreslenia istotnosci réznic w regeneracji na pozywkach pomiedzy spo-
krewnionymi ze sobg liniami wykonano test t Welcha dla dwoch préb o nieréwnej
wariancji. W hipotezie zerowej zaktadano réwnos¢ Srednich dla obu préb, a zatem
brak istotnych roznic w efektywnosci regeneracji pomiedzy dwoma badanymi linia-
mi, natomiast w hipotezie alternatywnej, ze Srednie z tych prob istotnie sie réznia.
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Za pary linii o odmiennej charakterystyce regeneracji na pozywkach MS zawie-
rajacych BAP w dwdch roznych stezeniach przyjeto linie, dla ktérych Srednia efek-
tywnos¢ regeneracji z obu badanych typow pozywek réznita sie istotnie od siebie.

3. Wyniki i dyskusja

z danych literaturowych wynika, ze zdolno$¢ do regeneracji jest determinowana
przez genotyp, warunki Srodowiska (pozywka, regulatory wzrostu, czynniki fizycz-
ne), stadium rozwojowe rosliny, jej kondycje oraz interakcje zachodzace pomiedzy
tymi czynnikami (3). Na regeneracje komorek roélinnych w kulturze in vitro wptyw
moga wywiera¢ réwniez rézne czynniki genetyczne zaleznie od odmiany czy pocho-
dzenia. Genotypy moga charakteryzowac¢ sie takze réznymi wymaganiami, co do
sktadu pozywki. Reakcja eksplantatéw na zastosowane warunki kultury in vitro mo-
ze by¢ bardzo odmienna. Te same linie czy odmiany utrzymywane w tych samych
warunkach czesto nie dajg catkowicie powtarzalnych wynikéw (4,5), co moze wyni-
kac ze specyficznych wymagan pojedynczych roslin, co do warunkéw kultury in vitro
oraz wiekszej lub mniejszej zdolnosci do regeneracji poszczeg6lnych genotypdow.
Warto jednak zauwazyé, ze regulatory wzrostu i rozwoju oraz interakcje czynnikow
Srodowiskowych (np. $wiatto, temperatura, pH, regulatory wzrostu,) wykazuja
mniejszy wptyw na zdolno$¢ do regeneracji niz genotyp (5).

W obrebie analizowanych linii DH zaobserwowano zréznicowanie genotypowe
dotyczace efektywnosci regeneracji na zastosowanych pozywkach, co przedstawio-
no na wykresie.

Pozywka na ktorej linie pochodzace z odmiany Wotan wykazywaty najwyzsza
zdolIno$¢ do regeneracji byta pozywka MS zawierajgca dodatek regulatora wzrostu
BAP w ilosci | mg/l. Najwyzszg Srednig efektywnos¢ regeneracji roslin z tej grupy na

IMS "MS+BARP lilig | MS+B.AF'O.ling |

Wykres. Efektywnos$¢ regeneracji (%) 14 linii podwojonych haploidéw rzepaku ozimego (Brassica
napus ssp. oleifera) na pozywkach MS z dodatkiem regulatora wzrostu BAP o stezeniu ! i 0,1 mg/l.
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tej pozywce zaobserwowano dla linii W-69 wynoszaca 64%. Nieco nizszg Srednig
efektywno$é na tej samej pozywce zaobserwowano w linii W-78 wynoszaca 60%. Li-
nie W-70 oraz W-131 charakteryzowaty sie tg sama Srednig efektywnoscia regenera-
cji wynoszacg na pozywce zawierajgcej BAP w stezeniu | mg/l - 48%. Najnizsza na-
tomiast efektywnos$¢ regeneracji wykazata linia W-15, ktora wynosita 8%. Odpowied-
nio efektywnos¢ regeneracji dla tych linii na pozywce MS zawierajacej 0,1 mg/l BAP
wynosita 32% dla linii W-69, ok. 37% dla linii W-70, 40% dla linii W-78, 36% dla linii
W-131 i tylko 4% dla linii W-15. W przeprowadzonym tescie t Welcha potwierdzono
istotnos¢ réznic w regeneracji na zastosowanych pozywkach pomiedzy linig W-15
a pozostatymi liniami z tej grupy.

Zrdznicowanie pod wzgledem zdolnosci do regeneracji zaobserwowano takze
miedzy liniami BI8 i B21, ktorych efektywno$¢ regeneracji wahata sie dla pierwszej
Z nich w przedziale od ok. 5 do 8% na pozywkach MS z dodatkiem BAP w ilosci
0,1 mg/l oraz z dodatkiem BAP w stezeniu Img/1, a dla drugiej od ok, 39 do ok. 65%
na tych samych pozywkach, jednakze na bazie testu t Welcha nie potwierdzono
istotnosci réznic w regeneracji pomiedzy tymi liniami jednocze$nie dla obu pozy-
wek. Linie Mr-2 i Mr-5 nie wykazaly istotnego statystycznie zréznicowania zdolnos-
ci regeneracyjnych na zadnej z zastosowanych pozywek, co réwniez dotyczy linii
K-5 i K-24. Na zastosowanych pozywkach efektywnos$¢ regeneracji linii H-105, H-129
i H-396 pochodzacych z mieszahnca pojedynczego DH-0-120xC-iodi miescita sie
w zakresie od ok. 31 do ok. 53% i rGwniez nie réznita istotnie od siebie. Wyniki te-
stu t Welcha dla wszystkich analizowanych linii DH przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Analiza zréznicowania zdolnosci do regeneracji linii DH rzepaku. Zastosowano test t Welcha
Poziom istotnosci a = 0,05
Test t Welcha dla dwéch prob
pozywka MS + BAP | mg/l pozywka MS + BAP 0,1 mg"l
| 2 3
W-15 x W-69 0,002896* 0,000882*
W-15 x W-70 0,002570* 0,0016*
W-15 x W-78 0,0003456* 0,000164*
W-15 x W-131 0,001966* 0,005279*
W-69 x W-70 0,2067 0,4248
W-69 X W-78 0,729 0,1720
W-69 x W-131 0,2009 0,6015
W-70 x W-131 1 0,6784
W-70 x W-78 0,2217 0,871
W-78 x W-131 0,2097 0,596
H-105 x H-129 0,82 0,02290*
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| 2 3

H-105 x H-396 0,6259 0,4524
H-129 x H-396 0,7584 0,3642
B-18 x B-21 4,848e-05* 0,005811
Mr-2 X Mr-5 0,05307 0,8387
K5 x K-2 0,6962 0,05908

*g\viaz(lkg zaznaczono istotno$¢ réznic na poziomie a = 0,05.

Linie W-69, W-70, W-78 i W-131 charakteryzowaty sie najwyzszymi zdolnosciami
regeneracyjnymi w grupie podwojonych haploidéw pochodzacych od odmiany Wo-
tan. Podobnie wysoka efektywnoscia regeneracji charakteryzowata sie linia B-21. Li-
nie W-15 i B-18 wykazaty najnizszg $rednig efektywnos$¢ regeneracji wynoszaca dla
obu podwojonych haploidéw 4,89%. W wyniku testowania statystycznego, tylko li-
nia W-15, jak sie okazato, byta istotnie r6zna pod wzgledem zdolnosci do regenera-
cji od pozostatych linii z grupy bliskiego spokrewnienia.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw doswiadczen wykazano, ze pary blisko ze
sobg spokrewnionych podwojonych haploidow: W-15xW-69, W-15xW-70,
W15xW78, W-15xW-131 mogg stanowi¢ materiat do przeprowadzenia na nich ana-
liz molekularnych z zastosowaniem hybrydyzacji subtrakcyjnej, poniewaz tylko one
okazaty sie istotnie rézne pod wzgledem zdolnosci regeneracyjnych na zastosowa-
nych pozywkach.

Przeprowadzone do$wiadczenie w warunkach in vitro bylo w peini kontrolowane
pod wzgledem warunkéw temperatury, o$wietlenia i sktadu chemicznego podtoza.
Zaobserwowane podczas dos$wiadczenia roznice w efektywnosci regeneracji oraz
zakres zmiennosci tej cechy moga wskazywa¢ na wazne zréznicowanie genotypowe
wsrdd testowanych linii. Dzieki uzyskanym wynikom mozna przypuszczaé, ze geno-
typ w istotny sposOb wptywa na regeneracje, co pozostaje w zgodzie z wczesniej-
szymi doniesieniami o zdolnosci regeneracji eksplantatéw kawy (6), Primula ssp. (7),
Triticum ssp. (8) i trzciny cukrowej (9).

4. Podsumowanie

Doswiadczenie to pozwolito zaobserwowac zrdznicowanie genotypowe wsrdd
testowanych roélin oraz wyselekcjonowac linie DH charakteryzujace sie wysoka
i niskg zdolnoscig do regeneracji na zastosowanych pozywkach, przy czym wias-
ciwos¢ ta zostata zachowana w kolejnych powtérzeniach eksperymentu. Zdolnosé
eksplantatéw roslinnych do regeneracji jest jednak cechg ztozona, na ktéra wplyw
majg rézne czynniki zardwno genetyczne jak i srodowiskowe. Dlatego tez wyselek-
cjonowane linie zostang wykorzystane do przeprowadzenia na nich bardziej wnikli-

BIOTECHNOLOGIA 2 (89) 132-138 2010 137



Anna Turczynowska, Zbigniew Broda

wych analiz z zastosowaniem metod subtrakcyjnych. Prowadzenie dalszych szcze-
gotowych badan jest konieczne dla lepszego zrozumienia mechanizméw regenera-
cji eksplantatéw rodlinnych rzepaku w warunkach kultury in vitro.
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