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Synteza mieszancow pomostowych
W procesie wprowadzania genoméow
pszenic diploidalnych do pszenicy
heksaploidalnej
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Synthesis of bridging hybrids in the process of introduction of diploid
wheat genomes into hexaploid wheat

Summary

Wild related species are a useful reservoir of valuable genes for widening
the genetic base of wheat and for the reduction of the vulnerability of wheat
cultivars to pathogens, fungal diseases and environmental hazards. In this work,
the action of prezygotic and postzygotic incrossability barriers was character-
ized, determining the possibilities of direct introduction of A™-genome from
Triticum monococcum and D-genome from Triticum tauschii into T. aestivum cul-
tivars, with elimination of commonly performed bridging hybridisation with te-
traploid wheat. As gene recipient parents, Polish cultivars of hexaploid wheat
cv. Omega, cv. Igna (spring) and cv. Tercja (winter) were used.

Application of wheat cultivars as female parents in hybridisation with T.
tauschii yielded a very low percentage of effective pollination (0-1.2%). In recip-
rocal crosses prezygotic incompatibility barriers were more weakly expressed,
and percentages of effective pollination (i.e. pollination which initiates the first
steps of seed development) were from 28.3 to 32.4. The ability to form callus on
MS medium supplemented with concentration (1 mg * dem'3 IAAand | mg 1 denr®
kinetine) negatively influenced direct F]-plants regeneration.

Introduction of A”-genome into common wheat cultivars can be performed
exclusively using T. monococcum as a male parent because of pollen sterility cau-
sed by T. monococcum cytoplasm in hybrid progeny. After pollination of T. aestivum
stigmas with pollen of T. monococcum the frequency of effective pollination was
1.2-4.9%. The most important factor influencing the results of in vitro culture
was the lethality ofyoung seedlings, caused by postzygotic gene incompatibility.
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1. Wstep

Dzikie, krewniacze gatunki sg uzytecznym rezerwuarem catego kompleksu ge-
néw mogacych stuzy¢ dla poszerzenia puli genowej pszenicy heksaploidalnej i dla
zmniejszenia podatnosci odmian uprawnych na choroby i stresy Srodowiskowe.
Wspotczesne metody pokonywania barier niezgodnosci przy zastosowaniu stymula-
cji rozwoju zygot mieszancowych oraz hodowli in vitro niedojrzatych zarodkéw
umozliwiaja skuteczng hybrydyzacje z wieloma taksonami o znacznym stopniu ge-
netycznego oddalenia, jednak sterylnos¢ takich mieszancéw utrzymujgca sie nawet
w przypadku amfiploidyzacji i brak rekombinacji genetycznej pomiedzy pszeniczny-
mi i obcymi chromosomami stanowig duza przeszkode dla przeniesienia gendw.
Dlatego dla realizacji konkretnych celéw praktycznych najwieksze znaczenie posia-
dajg mieszance z dzikimi gatunkami ancestralnymi lub krewniaczymi (majacymi wspol-
ny genom z gatunkiem biorcg genéw).

Dotychczasowe préby przeniesienia gendw z gatunkdw takich jak Triticum mono-
coccum (A™A”) i Triticum tauschii (DD) z uwagi na bariery niezgodnosci z pszenicg
heksaploidalng Triticum aestivum oparte byty z reguty na krzyzowaniu wymienionych
diploidéw z pszenicg tetraploidalng jako formg pomostowa, jednak metoda ta, po-
woduje zarazem przeniesienie na poziom heksaploidalny materiatu genetycznego
pszenicy tetraploidalnej, o matym stopniu adaptacji do warunkéw klimatycznych
Polski. W pracy przedstawiono proby podjete w kierunku bezposredniego wiacze-
nia genomoéw T. monococcum i T. tauschii do jarych i ozimych krajowych odmian
pszenicy heksaploidalne;j.

2. Materialy i metody

jako gatunki rodzicielskie w krzyzowaniach stosowano: dwie formy pszenicy di-
ploidalnej T. monococcum, reprezentujace pochodzacy ze stanu naturalnego genom
A” (7. m. var. nigricultum Flaksb. i T. m. var. macedonicum Papag.), dwie formy T. tau-
schii (0 numerach kolekcyjnych D51 i D98) reprezentujgce genom D, oraz krajowe
odmiany pszenicy heksaploidalnej: Omega, Igna (formy jare) i Tercja (f. ozima). Krzy-
zowanie przeprowadzono w warunkach szklarniowych. W terminie 10 dni po zapy-
leniu kontrolowano rozwdj zalgzni w kazdym zapylonym kwiecie odnotowujac po-
czatkowe stadia rozwoju ziarniaka jako ,liczbe skutecznych zapyleh” (SZ), a nastep-
nie po 18 dniach obserwowano mozliwosci rozwojowe ziarniakow okreslajac ,,licz-
be ziarniakéw przezywajacych do 18 dni” (ZP). W ziarniakach wyjmowanych z ktosow
po tym terminie okres$lano stopieh rozwoju zarodka i endospermy. Hodowle zarod-
kéw prowadzono na pozywce MS (1) w modyfikacji University of Manitoba dla za-
rodkdw zbdz (2). Rdznice pomiedzy wariantami krzyzowania dotyczace skuteczno-
Sci zapylen oraz efektywnos$ci uzyskiwania zarodkéw mieszaricowych opracowano
przy zastosowaniu testu zgodnosci
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Kontrole mieszaficowego pochodzenia wyhodowanych roslin ~ przeprowadzo-
no metodg pomiaru zawartosci DNA jadrowego (barwionego Jodkiem propidyny)
w komorkach lisci przy uzyciu cytometrii przeptywowej.

3. Wyniki i dyskusja

w przypadku stosowania odmian pszenicy heksaploidalnej w charakterze form
matecznych prezygotyczne bariery niekrzyzowalnosci w zapyleniach pytkiem T. tou-
schii oddziatywaty tak silnie, ze wszystkie zapylenia ktoséw odmiany Omega okazaty
sie nieskuteczne, pomimo duzej liczby zapylonych kwiatow, a jedynie w odmianach
Igng i Tercja uzyskano pojedyncze ziarniaki (tab. IA).

Znacznie wyzsza czestos¢ skutecznych zapylern (ok. 140 x) uzyskiwano nato-
miast w odwrotnym kierunku krzyzowania, gdzie formy T. tauschii byly roslinami
matecznymi (tab. IB). Taka relacja wzajemna zapylen pozostaje w zgodzie z pra-
widtowosciami ustalonymi dla interploidalnych krzyzowan pszenicy w ktorych stwier-
dzono, ze skuteczno$¢ zapylen jest wyzsza, kiedy rosling mateczng jest gatunek
Z mniejszg liczbg chromosomow (w przeciwienstwie do zdolnosci kietkowania ziar-
niakéw, ktéra lepsza jest w odwrotnym Kierunku krzyzowania) (3-5).

Tabela |

Skutecznos$¢ zapylen i rozw6j ziarniakéw mieszancowych w krzyzowaniach odmian pszenicy heksaploidalnej
z diploidalnymi pszenicami z genomem A*' i O

o . . Liczba Skuteczne zapylenia (52) Ziarniaki przezyWéquce powyzej
Kombinacja krzyzowania zapylonych 18 dni
kwiatow liczba (%) liczba (%)
A. Omega (6x) x D98(2x) 392 0 0,00 - -
Omega (6x) x D51 (2x) 265 0 0,00 - -
Igng (6x) X D51(2x) 80 1 1,25 1 100,0
Tercja(6x) x U51(2x) 231 | 0,43 1 100,0
Razem pszenica (6x) x D(2x) 968 2 0,21 2 100,0
B. D98 (2x) x Omega (6x) 519 168 32,36 163 97,0
D51 (2x) x Omega (6x) 459 130 28,32 130 100,0
1)98 (2x) x Tercja (6x) 430 132 30,70 130 98,5
Razem U (2x) x pszenica (6x) 1408 430 30,54 423 98,4
C. Omega (6x) x Tml6 (2x) 397 5 1,26 5 100,0
Tercja (6x) x TmIO (2x) 364 18 4,95 18 100,0
Razem pszenica (6x) x Tm(2x) 761 23 3,02 23 100,0

jednakze, nie mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze przedstawione réznice skutecz-
nosci zapylen stanowig konsekwencje prawidtowosci o bardziej specyficznym cha-
rakterze pojawiajacej sie w krzyzowaniach koziencéw z pszenicami, bowiem wyraz-
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nie wyzszg liczbe ziarniakéw mieszancowych uzyskiwano réwniez, wtedy gdy jako
formy mateczne stosowano kozierice Aegilops Juvenalis i Ae. triaristata o heksaplo-
idalnej, a zatem réwnej z pszenicg liczbie chromosomoéw (6,7).

Krzyzowanie T. aestivum z diploidalnymi dawcami genomu A™ T. monococcum)
wykonano stosujac heksaploidalne pszenice uprawne jako formy mateczne, z uwagi
na sterylizujace oddziatywanie cytoplazmy T. monococcum przy odwrotnym Kierunku
krzyzowania (8). Cytoplazma T. monococcum powoduje réwniez wystgpienie chloro-
zy siewek, w efekcie oddziatywania z pojedynczym chromosomem z genomu B (9).
Ogdlnie, krzyzowania wykonane z udziatem pyitku T. monococcum byly w istothym
stopniu skuteczniejsze od zapyleA pyikiem T. tauschii, tak w ujeciu grupowym
iXr = 21,77**) jak i w poréwnaniu Scistym, analogicznych krzyzowan wykonanych
na odmianie Tercja (x* = 7,90**). Zwraca réwniez uwage fakt, ze jako forma ma-
teczna, odmiana Tercja wykazywata istotnie wyzsza zgodno$¢ z T. monococcum niz
odm. Omega (x* = 7,59***), analogicznie jak to mozna bylo zauwazy¢ w zapyleniach
pytkiem T. tauschii.

Postzygotyczne bariery niezgodnosci mieszancowej przejawiaty sie w odmienny
spos6b w kazdym z trzech typdw wykonanych krzyzowan i miaty istotne znaczenie
dla otrzymywania mieszancow Fj. Z dwoch ziarniakow powstatych w rezultacie
krzyzowania T. aestivum x T. tauschii tylko jeden posiadat zarodek (duzy i zr6znico-
wany), ktory rozwinat sie w rosline mieszancowa. Drugi ziarniak natomiast posiadat
obfite bielmo, ale bez zarodka (tab. 2A), co $wiadczy, ze zaptodnienie i dalszy roz-
woj w tym wariancie krzyzowania przebiega¢ mogg r6znymi drogami.

Krzyzowania odwrotne - T. tauschii x T. aestivum spowodowaty powstanie ziar-
niakéw, ktore w ponad 90% przypadkow zawieraty zarodki. WyraZznie dominowat
typ catkowicie bezbielmowego ziarniaka z zaawansowanym w rozwoju zarodkiem
osiagajacym etap réznicowania (tab. 2B). Cechag decydujaca o mozliwosci otrzymy-
wania rodlin mieszaficowych, jak sie okazato, byta sktonno$¢ zarodkéw do kaluso-
wania pomimo ich zaawansowania w rozwoju.

Proby wigczenia genomu A" z T. monococcum do pszenicy heksaploidalnej do-
prowadzity do powstania ziarniakow, z ktorych wszystkie posiadaty zarodki. W nie-
ktorych ziarniakach stwierdzono obecno$¢ zarodkow blizniaczych i stad liczba za-
rodkéw wytozonych na pozywki przekroczylta liczbe zebranych ziarniakdw (tab. 2C).
Kiedy pszenica mateczng byla odmiana Tercja, niektére ziarniaki posiadaty rowniez
rozwiniete bielmo. Decydujacy wptyw na proces tworzenia mieszancéw pomosto-
wych o genotypie AA”BD, miata ograniczona zywotnos¢ roslin Fj. Znaczna cze$¢ za-
rodkéw, ktéra podjeta rozwoj na pozywce zamierata po pewnym okresie rozwoju
i zjawisko to wystepowato takze na etapie ukorzenionych juz siewek.

Wyniki uzyskane w hodowli zarodkéw z krzyzowania T. aestivum x T. monococ-
cum $wiadczg zatem, Ze réwniez w przypadku stosowania T. monococcum jako part-
nera meskiego wystepuja przejawy niezgodnosci, prowadzgce, jak sie okazato, do
zamierania siewek mieszancowych.
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Tabela 2

Charakterystyka 18-dniowych ziarniakéw mieszafncowych powstatych z krzyzowania pszenic heksaploidal-
nych z diploidalnymi pszenicami z genomem A*' i D

Stopien rozwoju w ziarniaku

zarodka endospermy
zarodek
< % zrozniCowany N
Kombinacja krzyzowania o " 3 0, ™ ‘0
0 o NS
E . o) £ < < *3 ) - :
S 5 0 ° MA ° T ¢
S e 3 t
3
A, Tercja x D51 1 0 - - - - 1 - - 0 _
Igng x D51 1 1 - - - 1 - - 1 1 1
Razem psz.(6x) x D(2x) 2 1 - - - 1 1 - 1 1 1
B. D51 x Omega 130 129 1 59 59 129 62 10
D98 x Omega 163 155 2 14 67 72 7 155 154 2
D98 x Tercja 130 117 7 22 34 54 2 2 125 99 4
Razem D(2x) x psz.(6x) 423 401 9 47 160 185 2 9 409 315 16+
C. Omega x Tml6 5 5 3 2 - - 1 4 5 0
Tercja x TmIO 18 23 12 11 15 3 23 4
Razem psz.(6x) x Tm (2x) 23 28 15 13 - - 15 i 4 28

+ - ro$liny powstate bezposrednio z rozwoju zarodka
A - inicjacja rozwoju skutelum + plumula

AA - rozro$niete skutelum + o$ zarodka

Blizej nieokreslone przyczyny wywotujace duzg Smiertelno$¢ roslin mieszanco-
wych, a takze niedorozwdj organdw generatywnych u mieszancéw z genomem
wystepowaty réwniez we wczesniejszych prébach wytworzenia takich mieszancow
(10,11). Wydaje sie jednak, ze jest mozliwe znalezienie partneréw o lepszej zgodno-
sci genowej (zch. odm. Tercja). Fakt taki moze mie¢ duze znaczenie dla prob trans-
feru gendw z catej grupy pszenic diploidalnych z genomem A™ (T. urartu, T. boeoti-
cum, T. monococcum).
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