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Summary

Experiments with anther cultures of 22 carrot cultivars were carried out to
study the effect of various factors on the effectiveness of embryogenesis in
these cultures. The factors included: the stage of microsporogenesis, genotype,
training of donor plants and their growth conditions. A modified Bs medium
(Gamborg, et al. 1968) containing 500 mg L! glutamine, 100 mg L' serine,
0.1 mg L'1of 2,4D, 0.1 mg L-! NAA, 100 g L-! sucrose and 6.5 g L agar were used
to induce androgenesis. Regeneration was carried out on MS media and Bs with
reduced concentration of sucrose at 20 g L-! without aminoacids and hormones
or with small amount of hormones. Substrates that were a mixture of various
components, such as peat, sand, mineral wool and charcoal, were used for ad-
aptation. Ploidy of the obtained plants was determined by cytometry method.
Homozygosity of the plants was established using two isoenzymatic systems:
PGl — phosphoglucose isomerase, and AAT — aspartate aminotransferase.
Anatomical studies of embryogenesis during anther cultures were also carried
out to confirm the androgenetic origin of embryos.

It was found that the uninucleate stage was the most suitable time to stim-
ulate microspores to produce embryos, and that bud length was a good exter-
nal indicator of the stage of microsporogenesis. The studied cultivars differed in
their ability to undergo androgenesis in vitro. It was shown that it was not nec-
essary to remove all shoots and umbels except the main one. Generally, the em-
bryos were obtained regardless of the way the donor plants were trained, even
when the plants were not trained at all. The donor plants grown in a green-
house produced more embryos than the plants grown in the field. On MS and Bs
media without hormones, used to regenerate plants from embryos, secondary
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embryogenesis was found to take place followed by a conversion of embryos to complete plants, which
subsequently resulted in better adaptation (more than 80% of plants became adapted). Cytometric stu-
dies revealed that more than 90% of the obtained androgenetic plants had a doubled chromosome com-
plement. By analyzing the AAT and PGl isoenzymes, it was found that the obtained carrot androgenetic
plants were homozygotes. Anatomical studies confirmed that embryos were formed from microspores.

Key words:
adaptation, donor plants, embryogenesis, genotype, growth conditions, regeneration, stage of
microsporogenesis.

1. Wstep i cel pracy

Marchew jest warzywem o duzym znaczeniu gospodarczym w wielu krajach,
w tym w Polsce. Jednym z jej duzych walorow jest dostepno$¢ w postaci surowej
przez caly rok. Coraz popularniejsze stajg sie mrozonki z marchwi, soki marchwio-
we i soki mieszane, w ktérych marchew jest jednym z gtownych sktadnikéw. Prze-
mysl farmaceutyczny interesuje sie marchwia, jako zrédtem B-karotenu. Z tych po-
wodow potrzebne sg ciggle nowe odmiany marchwi, szczegélnie przystosowane do
nowych celéw. Na rynku dominujg aktualnie nowoczesne odmiany mieszancowe.
ktérych hodowla jest trudna i dtugotrwata, a do ich wyprowadzenia potrzebne sg li-
nie homozygotyczne. Zastosowanie kultur pylnikowych i otrzymanie roslin andro-
genetycznych moze znacznie przyczynic sie do skrocenia okresu homozygotyzacji.
Wobec bardzo matej ilosci informacji w literaturze swiatowej na temat badan nad
kulturami pylnikowymi marchwi (1-5) zagadnienie to wydato sie nam nie tylko prak-
tycznie uzyteczne, ale takze fascynujgce i godne doktadnego opracowania. Badania
nad zastosowaniem kultur pylnikowych dla otrzymywania kultur homozygotycznych
marchwi byly prowadzone w Instytucie Warzywnictwa w Skierniewicach.

2. Material i metody

Materiat do badan stanowity rosliny 22 genotypoéw marchwi wybrane przez ho-
dowcéw. Korzenie jarowizowano przez 3 miesigce, w chfodni, w temp. +4°C, wysa-
dzano po dwie sztuki do 10 | pojemnikéw z mieszaning torfu z piaskiem (1:2) z do-
datkiem kredy i Azofoski, umieszczano w ogrzewanej szklarni lub wysadzano
w polu. Po pojawieniu sie zaczatkéw pedéw kwiatostanowych rosliny prowadzono
czteroma sposobami: 1) na jeden ped i jeden baldach gtéwny, 2) na ped z baldachem
glownym i wyrastajace z niego pedy pierwszego rzedu zakonczone baldachami,
3) na kilka pedow wyrastajacych z korzenia, kazdy z baldachem, 4) na wszystkie wy-
rastajgce z korzenia pedy kwiatostanowe (rys. 1). Z baldachéw pobierano paki kwia-
towe roznej wielkosci (od 0,7 do 1,8 mm), badano stadium rozwoju zawartych
w nich mikrospor oraz sprawdzano, ktéore ze stadiow jest najbardziej przydatne dla
indukcji androgenezy. Do dalszych prac uzywano pgkéw o diugosci skorelowanej
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Rys. 1. Sposoby prowadzenia roslin donorowych.

z optymalnym stadium rozwojowym mikrospor. Pagki kwiatowe sterylizowano przez
2 min w 70% etanolu, izolowano z nich pylniki i umieszczano w 100 ml kolbach Er-
lenmeyera, zawierajacych ok. 30 ml pozywki do indukgcji androgenezy. Stosowano
pozywke B5 (6), zmodyfikowana przez Kellera (7), a nastepnie przez Andersena i in.
(1) zawierajacg 500 mg glutaminy, 100 mg seryny, 0,1 mg 2,4 D, 0,1 mg NAA oraz
100 g sacharozy w 1 litrze. Doprowadzano pH do 5,8 i zestalano agarem (6,5 g/l).
W kazdej kolbce umieszczano po 40 pylnikéow. Kultury zaktadano z ok. 500 pylni-
kéw kazdej odmiany. Kolby z pylnikami umieszczano w ciemno$ci, w temp. +27°C.
Po pojawieniu sie zarodkéw wystawiano je na $wiatto ciggle i w tej samej tempera-
turze trzymano do ich zazielenienia sie zarodkéw, po czym zarodki opisywano, li-
czono i przekladano na pozywki regeneracyjne.

Poczatkowo do regeneragji roslin z zarodkéw marchwi otrzymanych w kulturach
pylnikowych stosowano pozywki uzywane z powodzeniem do regeneracji zarod-
kéw androgenetycznych rzepaku (8), czy tez kapusty glowiastej (9). Na poczatku
byly to pozywki: B5 zawierajaca 20 g/l sacharozy i 20 mg/l kinetyny oraz MS (10), za-
wierajgca 20 g/l sacharozy, 1 mg/l BA oraz 0,001 mg/l NAA. Wyrastajgce na nich pedy
ukorzeniano na pozywkach ukorzeniajacych zawierajgcych auksyny: IAA, NAA i IBA.
Do dalszych doswiadczen stosowano pozywki B5 i MS bez hormonéw z 20g/l sacha-
rozy. Ukorzenione rosliny wysadzano do wielodoniczek zawierajgcych podioza
o roznym sktadzie. Byly to: torf, torf z piaskiem, piasek oraz wetna mineralna, z do-
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datkiem wegla brunatnego, supersorbentu Alcosorb 400, szczepionki Glomus oraz
kredy i wieloskfadnikowych nawozéw.

Adaptacje prowadzono w warunkach 100% wilgotnosci, przy 16 godz. oSwietle-
niu i temp. + 16°C w nocy i + 20°C w dzien. Zaadaptowane rosliny androgenetycz-
ne marchwi poddawane byly ocenie. Okreslano ich ploidalno$¢ posrednio, przy uzy-
ciu cytometru przeplywowego Partec CA Il (11). Przeprowadzano tez ocene ich ho-
mozygotyczno$ci poprzez analize elektroforetyczng dwoch systeméw izoenzyma-
tycznych PGI (izomeraza glukozofosforanowa) i AAT — GOT (aminotransferaza
aspartanowa).

W celu stwierdzenia, czy zarodki powstajg z mikrospor prowadzono obserwacje
preparatéw gniecionych z pylnikow w trakcie trwania kultury. Obserwowano i do-
kumentowano nastepujace w mikrosporach podzialy prowadzace do powstania za-
rodkéw androgenetycznych.

3. Wyniki i dyskusja

Izolowane z pakoéw kwiatowych pylniki marchwi zawieraty mikrospory w réz-
nych stadiach rozwojowych z przewagg jednego z nich. Stadium jednojadrowe
(fot. 1) okazato sie optymalne dla indukgcji androgenezy. W przeprowadzonych ob-
serwacjach wykazano, ze stadium mikrosporogenezy byto skorelowane z dfugos$cia
paka kwiatowego. Optymalna dla androgenezy diugosc paka byla r6zna w zaleznos-
ci od genotypu i wahata sie od 0,5 mm do 1,8 mm. Dla odmiany Feria F; wynosita
1,0 mm — 1,3 mm, a dla odmiany HCM 0,5 mm — 0,9 mm. Zagadnienie to zo-
statlo doktadnie przedstawione w publikacji Kiszczaka i in. (12), gdzie stwierdzono,
ze dla kazdego genotypu marchwi przed zakladaniem kultur pylnikowych nalezy

Fot. 1. Mikrospora jednojadrowa.
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okresli¢ optymalng diugo$¢ paka. Zarodki otrzymano z pylnikéw pochodzacych z ros-
lin donorowych, prowadzonych wszystkimi wymienionymi sposobami, nie stwier-
dzono istotnych réznic w wydajnosci androgenezy. Tym samym potwierdzono, ze
nie jest konieczne prowadzenie ros$lin donorowych na 1 ped kwiatostanowy zakon-
czony kwiatostanem gltownym, jak zalecali Andersen i in. (1).

W prezentowanych badaniach nad androgeneza w kulturach pylnikowych mar-
chwi zaobserwowano, ze warunki wzrostu roslin donorowych wptywajg w sposo6b
istotny na efektywnos$¢ androgenezy. Byta ona wyzsza, gdy rosliny donorowe rosty
w szklarni. Uzyskano o 29% wiecej zarodkow z pylnikéw z roslin odmiany Feria Fy
uprawianych w szklarni, natomiast dla odmiany HCM z roslin rosnacych w szklarni
uzyskano 10 razy wiecej zarodkéw w przeliczeniu na 100 wylozonych pylnikow niz
z roslin rosngcych w polu. Andersen i in. (1) rosliny donorowe do zaktadania kultur
pylnikowych marchwi uprawiali w polu, podczas gdy Wang i in. (13) stwierdzili, ze
naturalne dla danego gatunku warunki panujgce podczas kwitnienia sg optymalnymi
warunkami wzrostu dla roslin donorowych. W publikacji Géreckiej i in. (14) omoé-
wiono wplyw sposobu prowadzenia oraz warunkéw wzrostu roslin donorowych na
androgeneze w kulturach pylnikowych marchwi.

Liczba uzyskiwanych zarodkéw zalezala od odmiany. Wsr6d przebadanych od-
mian byly silnie embriogenne, jak Feria F; (ponad 40 zarodkéw na 100 wytozonych
pylnikéw); stabo embriogenne jak CxC9900 F; czy Nerac F; (okofo 0,2 zarodka na
100 wytozonych pylnikéw); a takze nieembriogenne, jak Lucky B Fy czy Berjo, z kto-
rych nie otrzymano zarodkéw (tab. 1). W licznych pracach wykazuje sie znaczacg
role genotypu w procesie otrzymywania zarodkow w procesie androgenezy. Ander-
seniin. (1) w pracy dotyczacej androgenezy w kulturach pylnikowych marchwi row-
niez obserwowali te zalezno$¢. Goérecka i Krzyzanowska (15) w badaniach androge-
nezy w kulturach pylnikowych kapusty glowiastej wykazali, ze odmiany, a takze klo-
ny wyprowadzone z poszczegolnych roslin réznily sie znacznie efektywnoscia tego
procesu. Podczas prac prowadzonych w Instytucie Warzywnictwa (16) stwierdzono
wyrazne roznice w liczbie uzyskanych zarodkéw w kulturach pylnikowych marchwi
miedzy badanymi odmianami, a takze pomiedzy roslinami w obrebie odmiany.

Tabela 1
Wplyw genotypu marchwi na wydajno$¢ androgenezy (10 wybranych odmian)

Odmiana Liczba wylozonych | Liczba uzyskanych | Liczba zarodkéw |Liczba reagujacych| (%) reagujacych
pylnikéw zarodkow na 100 pylnikéw pylnikow pylnikéw
1 2 3 4 5 6
€xC9900 F, 1146 3 03 2 0,2
Lucky B F; 1079 0 0,0 0 0,0
HCM 3868 213 5,6 48 1,3
Beta III 4341 1 0,0 1 0,0
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1

Perfekcja 533 2 0,4 1 0,2
Kazan F, 480 12 2,5 11 2,3
Nerac F; 400 1 0,3 1 0,3
Berjo F; 480 0 0,0 0 0,0
Feria F, 776 361 46,1 89 11,5
Neptune F; 1066 3 0,3 2 0,2

Poczatkowo regeneracje roslin z androgenetycznych zarodkéw marchwi prowa-
dzono dwuetapowo. Na pozywce MS zawierajacej BA oraz NAA, z wylozonych za-
rodkéw powstawaly liczne pedy (pierwszy etap), z ktérych na pozywkach ukorze-
niajgcych powstawaty kompletne rosliny (etap drugi) (fot. 2 a,b,c). Srednio ukorze-
niato sie 18,9% peddéw, najwiecej (ponad 30) na pozywce zawierajacej IAA i NAA,
a najmniej (ponizej 10%) na pozywce zawierajacej IBA i IAA. Na pozywce B5
z 20 mg/l kinetyny, wszystkie zarodki marchwi zamieraly. Natomiast na pozywkach
B5 i MS bez hormonéw z 20 g/l sacharozy, na wytozonych na nie zarodkach, a takze
na powstalych z nich roslinkach zachodzila wtérna embriogeneza i nastepnie kon-
wersja w kompletne rosliny (fot. 3 a,b,c). Metoda ta udato sie otrzymaé ponad 100

Fot. 2a. Regeneracja dwuetapowa — indukcja wytwarzania pedéw.
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Fot. 2b. Regeneracja dwuetapowa — pedy

przeniesione na pozywke do ukorzeniania.
Fot. 2c. Regeneracja dwuetapowa — kom-

pletna roslina.

roélin z jednego zarodka najbardziej embriogennej odmiany w ciggu 12. tygodni na
pozywce B5. Zjawisko wtérnej embriogenezy w badaniach nad androgeneza w kul-
turach pylnikowych marchwi obserwowali Tiukavin i in. (4).

Rosliny androgenetyczne marchwi otrzymane dwuetapowo z trudnos$cig adapto-
waly sie po wyjeciu ze szkta. Na podiozu torfowym zawierajacym krede i Azofoske
zaadaptowato sie niewiele ponad 30% wysadzonych ro$lin. Przy stosowaniu innych
podiozy wynik ten nie byl wcale lepszy (17). Natomiast rosliny zregenerowane po-
przez wtérng embriogeneze adaptowaly sie do warunkéow zewnetrznych znacznie
lepiej (ponad 60% zaadaptowanych roslin w podiozu torfowym) (tab. 2).
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Fot. 3a. Regeneracja jednoetapowa — wtoérna embriogeneza.

Fot. 3b. Regeneracja jednoetapowa — konwersja zarodkow.

BIOTECHNOLOGIA 2 (81) 142-152 2008 149



Krystyna Gorecka i inni

Fot. 3c. Regeneracja jednoetapowa — kompletne rosliny.

Tabela 2

Wplyw sposobu regeneracji ro$lin marchwi z zarodkéw androgenetycznych na ich adaptacje po wysadzeniu
do podioia torfowego

Sposob regeneracji roslin z zarodkéw Liczba rgzlyo(\;ﬁzzdzonych (%) roslin zaadaptowanych
regeneracja dwuetapowa uzyskanie pedow+ ukorzenianie 69 34,8
regeneracja poprzez wtérng embriogeneze 225 04,8

Rosliny marchwi, ktore pomyslnie przeszly proces adaptacji w badaniach cyto-
metrycznych okazaty sie w ponad 90% diploidami (rys. 2). Wsréd roslin wyprowa-
dzonych z kultur pylnikowych u rodzaju Brassica wielu autoréw stwierdzito znaczny
procent roslin diploidalnych (18-20).

Ploidalno$¢ androgenetcznych roslin marchwi otrzymywanych przez innych au-
torow ksztaltowata sie w rozny sposob, jednak przewazaty rosliny diploidalne. An-
dersen i in. (1) prowadzili badania przez 3 lata i kazdego roku otrzymywali inny pro-
cent roslin haploidalnych: 40,5% w pierwszym roku, 4% w trzecim, a w drugim roku
badan otrzymali tylko diploidy i tetraploidy. Tiukavin i in. (4) otrzymali réwniez
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Rys. 2. Cytomer przeptywowy — piktogramy: 1 — kontrola, 2 — roslina diploidalna.

wiekszo$¢ roslin diploidalnych. Stwierdzili oni, Ze podwojenie liczby chromosoméw
zachodzi juz w zarodkach androgenetycznych marchwi, jeszcze przed ich wydosta-
niem sie z pylnika.

Na podstawie analizy elektroforetycznej dwdch systemoéw izoenzymatycznych
potwierdzono homozygotyczny charakter wiekszosci otrzymanych roslin (zwtaszcza
analiza AAT). Obserwowano jednak duzg czestotliwo$¢ zmiennosci somaklonalnej
generowanej przez kultury in vitro.

Czas od zatozenia kultury do pojawienia sie zarodkéw byt r6zny. Wahat sie on od
dwéch tygodni do dwoch miesiecy. Podczas obserwacji w mikroskopie swietlnym pre-
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paratow gniecionych z pylnikéw w trakcie trwania kultury mozna byto zaobserwowaé
podzialy mikrospor i powstawanie proembrionéw. Nie zaobserwowano podzialéw
w tkankach budujacych pylnik i dlatego stwierdzono, ze zarodki uzyskane w kulturach
pylnikéw maja gametyczne pochodzenie (fot. 2). Badania anatomiczne prowadzone
podczas kultury pylnikow marchwi przez Tiukavina i in. (4) rowniez na to wskazywaty.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze w wyniku badan prowadzonych w Instytucie
Warzywnictwa opracowano metode otrzymywania androgenetycznych roslin mar-
chwi przy uzyciu kultur pylnikowych. W kolejnych etapach zidentyfikowano embrio-
genne odmiany, zbadano wptyw wybranych czynnikéw na efektywnos$¢ embriogene-
zy w kulturze pylnikéw.

Opracowano efektywny sposob regeneracji roslin z zarodkéw, poprzez wywo-
tanie wtornej embriogenezy i konwersje zarodkéw w roslinie. W ocenie otrzyma-
nych roslin wykazano, ze sa one podwojonymi haploidami, a w badaniach anato-
micznych potwierdzono, ze zarodki pochodzg z mikrospor. Otrzymane rosliny mar-
chwi przekazano hodowcy, ktéry po ocenie cech fenotypowych wytypuje linie przy-
datne do tworzenia nowych odmian.

Badania byly czeSciowo finansowane z funduszy grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
nr 2 PO6A 028 28.
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