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INDUKCE ANDROGENEZE IN VITRO U PSENICE A JECMENE

J. Vagera, L. Ohnoutkova

Ustav experimentdlni botaniky AV CR, Olomouc
Moravsky $lechtitelsky ustav, Kromériz

V pfispévku jsou posouzeny problematika, dosaZené vysledky a moZné aplikace
androgeneze in vitro u pSenice a u je¢mene se zietelem k ¢s. materialim. Jsou
charakterizovany sloZeni kultivatniho média, genotypova specifita reakce,
reprezentativnost embryogenniho procesu, aplikace mutagenid, spontdnni
a indukovand polyhaploidizace a né&které praktické aspekty. U vybranych
vzorki jarniho a ozimého je€mene a jamni a 0zimé p3enice &s. provenience byly
pfimou ¢&i nepfimou androgenezi odvozeny spontianné dihaploidni linie. Je de-
monstrovana genotypova specifita reakce, mutagenni ovlivnéni procesu a vy-
lepSeni kultivaéniho média.

Androgeneze in virro predstavuje jediny postup, kterym ziskavame kom-
pletni rostlinu ze samé&i gamety (mikrospory) bez ulasti gamety samici.
Podminky, za kterych je vraném stadiu ontogeneze pylového zrma spustén
embryogenni vyvoj premostujici gametofyt nejsou pfesné znamy. Inicia¢ni
roli zde bezpochybng pfedstavuje trauma vyvolané excisi praSniku z integro-
vaného systému celistvé rostliny. Dosud znamé postupy pfi ziskdvani kom-
pletnich rostlin z jedné z gamet spocivaly hlavné ve vyhleddvani semen se
spontannim vyskytem dvou a vice embryi. Cetnost partenogeneze byla nizka
a $lo o matroklinni haploidy vznikajici fastéji ze synergid neZz z oosféry.
U vyselektovanych genotypu s vysokou frekvenci partenogeneze lze ziskat
androgenni rostliny z oplozené vajedné buiiky na zdkladé samostatného vyvo-
je saméiho jadra. Cilené naruSeni vitality jadra oosféry pfed &i v priitbéhu
oplozeni jejich procento zvySuje. Presto je frekvence androgennich jedinct
vzniklych in situ vzdy velmi nizka (Kasperbauer, 1990). Teprve
ziskdni vyrazné vy$Sich podti kompletnich adrogennich rostlin pomoci
explantatové techniky - t.j. indukovanou androgenezi in vitro - se stalo bio-
technologicky vyznamné. Umoznilo rychlou detekci stupné heterozygotnosti
u donorového materidlu a otevielo nové selekéni moznosti. Spontanni nebo
indukovana polyhaploidizace (dihaploidizace) androgennich regeneranti
vedla k rychlému zisk4ni &istych linii v maximalngé moZném stupni genetické
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homozygotnosti a predstavuje dnes jeden z nejvyznamnéjSich biotechnolo-
gickych postupi.

Prvni kompletni androgeneze in vitro byla u pSenice a u je¢mene induko-
vana pfed necelymi 20 lety - tedy pozdéji a technicky obtiZznéji v porovnani
s jinymi objekty. U pSenice i u jeémene se sporofytickym vyvojem indukova-
nym v podminkach in vitro vytvafi z nezralé mikrospory nasledujicimi bu-
néénymi délenimi bud diferencované embryo, které zahy prorista
v kompletni rostlinu (pfima androgeneze), nebo nediferencovany kalus, ze
kterého kompletni rostlina teprve regeneruje (nepfima androgeneze).
Mikrosporidlni kalus nebo embryo mohou vznikat bunéénym délenim na
zakladé vytvorfeni dvou ekvivalentnich jader v embryogenni mikrospofe nebo
z jadra vegetativniho &i generativniho nebo z jadra vzniklého splynutim obou
Mingh, Chang, 1987). Optimdlnim stadiem mikrospory, které je
vhodné pro indukci sporofytického vyvoje, je jednojaderna faze volné
mikrospory Dunwell, 1985), jsou v§ak zaznamenany piipady indukce
androgeneze na urovni pylovych tetrad Mingh, Chang, 1987) nebo
az u tfijadermych mikrospor. U pSenice i u jemene lze kultivovat in vitro celé
klasy(Wilson, 1977, Datta, 1987) obsahujici prasniky s responzivni-
mi mikrosporami, jednotlivé klasky s prasniky, celé izolované pra$niky, ¢asti
pradniki nebo izolované mikrospory’ (Datta, Wenzel, 1987). Neni
dosud znamo, jak velikou ¢ast intaktni rostliny mizeme kultivovat in vitro,
abychom jesté ziskali androgenni regeneranty. Pra$niky jsou kultivovany bud
na povrchu zpevnénych médii (agarem, gelritem, Skrobem , agarézou), nebo
v tekutych médiich, do kterych obycejné z plovoucich pra$nikii volné
mikrospory vypadavaji. Realizovat 1ze i pfimou kultivaci Cerstvé izolovanych
mikrospor. Pies dil¢i uspéchy zistivaji jemen i pSenice objekty, u kterych je
androgenni produktivita nizka. Na jeji zvySeni je celosvétové zaméfeno Siroké
spektrum ¢asto riznorodych manipulaci. Zaméfime se stru¢né na nejduleZi-
t&j8i z nich.

Druh a sloZeni kultiva¢nfho média

~ Kompletni sloZeni nékolika vybranych a dnes u pSenice a u jeémene pou-
zivanych indukénich kultivaénich médii uvadi tab. I. Obecné nezbytnou
slozkou kultivaéniho média je cukr - zpravidla sachar6za - ktery kromé
nutri¢ni funkce zastava i roli osmotika (Z hou akol,, 1991). Ball akol.
(1992) nalezli pro pSenici vysoce prikaznou interakci mezi koncentraci sacha-
rézy a komponentami ovliviiujicimi vytéZznost prasnikové kultury. Zatimco
u né&kterych dvoudé&loznych rostlin lze kompletni androgenezi indukovat na
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I. Androgenni reakce v F) potomstvech u ozimého je¢mene - Androgenetic response of winter
barley in Fy progenies

4 . 5 S
Cislo Gidvozeno o .Poéet " Kalusy Zelené rostliny
potomstva' z kiZeni AeavaRS 6 o 6 0
prasnikii pocet 3 pocet %
* 12 2095 x 2140 290 52 17,90 3 1,03
13 2096 x 2104 125 29 23,20 2 1,60
14 2097 x 2103 180 94 52,30 1 0,55
25 2104 x 2115 300 30 10,00 3 1,00
34 2112 x 2123 925 206 22,30 11 1,18
35 2112 x 2129 450 26 5,80 1 0,22
36 2112 x 2134 1520 213 14,00 8 0,52
54 2138 x 2123 790 77 9,70 5 0,63
61 2140 x 2110 415 105 25,30 2 0,48
Celkem’ 4995 832 36

"number of progeny, 2derived from cross-hybridization, 3number of cultured anthers, 4calluses,
Sgreen plants, S humber, "total

médiu obsahujicim pouze vodu, cukr a chelatované Zelezo (Vagera,
Havranek, 1982), pSenice i jeémen striktné vyzaduji kompletni médium
doplnéné fytohormony. Nutri¢ni poZadavky na kultivaéni médium - zejména
organickeé slozky - se obycejné zvySuji, kultivujeme-li izolované mikrospory.
Iniciace androgeneze u jeCmene a pSenice vyZzaduje pfedevSim zvySenou
koncentraci cukri - zpravidla od 6 do 12 %. Pokud je v kultivanim médiu
pfitomen $krob, je-li médium misto agaru Skrobem pfimo zpevnéno anebo je-
li sacharéza Skrobem nahrazena, miZze explantit pomoci amylaz Skrob rozkla-
dat a vyuZit nutricné (Sorvari, Schieder, 1987).

Testovani androgenni schopnosti u vybranych $lechtitelskych linii je¢mene
s. provenience na bramborovém a pSeni¢ném Skrobovém médiu bez sacha-
rézy demonstrovalo nizkou frekvenci indukovanych mikrosporidlnich kalust
(0 az 1,1 %), které prokazovaly velmi intenzivni riist bez vyrazné regenerani
schopnosti (V agera, nepubl.).

Pro pSenici i je¢men byla vyvinuta kultivaéni média dopln€nd bramboro-
vym extraktem, oznaovana Po I az Po IV (Chuang a kol, 1978). Ve
srovnani s dal§im u¢innym médiem bez rostlinnych extrakti - médiem N6 -
obsahuji tzv. bramborova média niZ§i hladinu anorganickych a organickych
komponentt, které jsou vyvaZeny obsahovym slozenim bramborového extraktu.
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U &s. materiali pSenice a jecmene byla na bramborovych médiich induko-
vana androgeneze v roce 1985 (Vagera,Ohnoutkovi, 1986a,
1986b; Vagera, 1988, 1989). Bylo kultivovdno 41 200 pra$nika od
24 genotypu jemene zahmujicich odridy Koral, Bonus, Jaspis a 21 rozpra-
covanych Slechtitelskych materidli. Pozitivné reagovalo 21 % (5 polozek).
Androgenni responzivita se pohybovala mezi 0,5 az 2,7 %. K regeneraci
rostlin, z nichZ byla vétSina albinotickych, dochdzelo u 30 % kalusi, v 70 %
jiZ na puivodnim iniciaénim médiu. Soucasna regenerace albinotickych a ze-
lenych rostlin z téhoZ mikrosporidlniho kalusu nebyla zaznamenana. U &s.
odnidy jeCmene Jaspis byla v roce 1985 na médiu Potato I poprvé indukovana
pfima androgeneze in vitro. Z mikrospor vznikaly perfektni pylové embryoi-
dy, které beze zbytku prorustaly v kompletni rostliny (obr. 1). Albikatni
embryoidy pfevazovaly v poméru 15:1, polovina ze ziskanych kompletnich
zelenych rostlin byla spontanné dihaploidnich. Z nich odvozena potomstva
(populace) jsou dovedena do generace F9. Ze 30 poloZek pSenice byla
v prvnim pokusu pozitivni reakce zaznamenana jen u odridy Sylva, Rena
a jedné Slechtitelské linie, kde androgenné reagovalo 2,1 % kultivovanych
prad$niki. Regenerovala polovina mikrosporialnich kalusi. Mezi regeneranty
pfevazovaly zelené rostliny.

V posledni dobé se ukazalo, Ze vyznamnou roli v kultivaénim medlu maji
jednoduché cukry, zaména agaru za gerlit a pouziti Ficollu. U pSenice docilili
Chu akol. (1990) ziménou sacharézy za glukézu (tekuté médium, 0,21M
koncentrace) az desetindsobné zvySeni androgenni odezvy. Podobny efekt vy-

1. Indukce pkimé
androgeneze u &es-
koslovenské odridy
jeEmene Jaspis; kom-
pletni rostlina proriista
z pylového embryoidu
- Induction of one-step
androgenesis in Cze-
choslovak barley cul-
tivar Jaspis; the com-
plete plant originates
from pollen embryoid
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kazovaly i frukt6za a manitol. Genetickd specifi¢nost reakce u 15 genotypi
viak posunuta nebyla.

I osmoticka hodnota média ovlivnéna koncentraci cukrii miize rozhodovat
o tvorbé zelenych regeneranti. Orshinsk y akol. (1990) zaznamenali
vyrazné zvySeni frekvence indukce mikrosporidlnich kalusi i frekvence
indukce zelenych pryti u Sesti hybridi pSenice, jestlize do tekutého média
aplikovali maltézu. Na médiu Potato IV s vy3Si koncentraci maltézy (135
g/1) byl v pradnikové kultufe pSenice zdvojnasoben pocet zelenych regene-
ranti v porovnani s 90 g/l (Zhou a kol., 1991). Dobré u¢inky maltézy
jsou vesmés vysvétlovany jejimi nutriénimi vlastnostmi. Vliv manitolu na
androgenezi zaznamenali Ziauddin a kol. (1990). Uinek manitolu
(tfi- aZ &tyfdenni pfedpuisobeni) byl stejny jako 28denni pfedpiisobeni
nizkou teplotou. Pro androgenni vyvoj izolovanych mikrospor byla rozho-
dujici 0,3M koncentrace manitolu. Manitol pisobil pfi maceraci pras$niku
a uvoliiovani mikrospor. Z mikrospor uvolnénych ze 100 prasniki bylo
vyprodukovano v priméru 265 zelenych rostlin, z nichZ vétSina byla di-
haploidni. Roberts-Oehlschlager, Dunwell (1990) po-
vazuji &tyfdenni pfedpisobeni média s manitolem na prasniky (pii 25 °C)
za uCinnéjsi neZ standardni postup vyzadujici étyfdenni inkubaci v chladu
(pii 4 °C). Roberts-Oehschlager a kol. (1990) zistili, ze
predpusobeni manitolem na praSniky je¢mene zpiisobovalo zvySeni obsahu
glukézy. Prasniky analyzovali v prvnich stadiich kultivace. Na médiich
obsahujicich maltézu doslo po pfedpiisobeni jesté k dalSimu zvySeni frek-
vence androgeneze.

U &s. materidli bylo na androgenni responzivitu s pouZitim varianty média
s maltézou testovano 38 polozek (kfizenci v F1) ozimého jeCmene
(Ohnoutkova akol, 1990). U deviti reagujicich variant kolisala andro-
genni responzivita prasniki mezi 6 az 52 %, vyrazny vliv maltézy ve varianté
s nejvysSim poctem zelenych regenerantii je patrny z obr. 2.

Podle pokusii provedenych u pSenice doporucuje K u ¢ e r a (nepubl.) pou-
Zivat médium doplnéné jesté Ficollem (umoziuje flotaci kultivovanych prasni-
ki) Kucera, Kuéerova (1992) studovali komplexné vliv
obménénych médii N6 a C17 (zmény v zastoupeni cukri, aplikace Ficollu,
prolinu a ionti Ag) chladového a hormonalniho predpusobeni i genotypu na
iniciaci a pribéh androgeneze u Triticum aestivum a Triticosecale. 1 zde se
potvrdilo, Ze vSechny faktory v kultivaénim médiu ovliviiujici androgenezi in
vitro u pSenice a je¢mene nadale piisobi piili$ specificky, a to na vyrazném
genetickém pozadi donorového materidlu (Vagera, 1990).
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Genotypovai specifita reakce

JiZz prvni prace s androgenezi u p3enice a je¢mene demonstrovaly vy-
raznou zavislost reakce na genotypu donorovych rostlin. U jeCmene to na
urovni klasické genetické analyzy a kiizeni dvojic inbreedingovych linii de-
monstrovali Dun well akol (1987) a na zakladé dialelni analyzy
responsivity Powell (1990).

Skute¢na efektivnost androgeneze reprezentovana poctem kompletnich ze-
lenych rostlin je vyslednici tfi autonomnich genetickych systému. Prvni
rozhoduje o produkci mikrosporidlnich kalusii nebo embryoidi, druhy o rege-
neraci kompletnich rostlin a tfeti o podilu zelenych regeneranti. U téhoz ge-
notypu lze pak vytéZnost androgeneze modifikovat v hranicich optimalizace
kultiva¢nich podminek. Z h ou a kol. (1991) docilili u pSenice optimalizaci
osmotického potencidlu kultivatniho média aZ dvojnasobné zvySeni poctu ze-
lenych regenerantii. U je¢mene, kde byla zaznamenana riizna androgenni
responzivita u mikrospor pochézejicich z riznych klonti téZe rostliny (K a o
a kol., 1991), byl pomér mezi zelenymi a albikdtnimi regeneranty ménén
zménou kultivatnich podminek v rozmezi 1: 9 a7 9 : 1. Rada recentnich po-
kusi pfitom demonstrovala, Zze frekvence albinotickych rostlin mezi andro-
gennimi regeneranty pSenice Ci jeCmene je zaleZitost spiSe genotypova nez
nutriéni (C hu a kol., 1990). Genotypovou diferenci androgenni odezvy na
komer¢nich kultivarech némeckych pSenic demonstrovali Foroughi-
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Wehr, Zeller (1990). Nejresponzivngjsi odriida ozimé pSenice Florida
byla pfitom karyologicky charakterizovana podle pfitomnosti specifické
translokace na chromozému (p3eni¢no-zitna translokace 1B/1R). K ob-
dobnym zavérim dospéli Luckett a kol. (1991) u 12 genotypt
australskych pSenic. TézZ L u a kol. (1991) prokazali genetickou zavislost
androgenni responzivity u Triticum aestivum. Pfitom pradniky odebrané
z rostlin péstovanych na poli byly androgenné responzivnéjsi neZ prasniky,
které byly odebrany z rostlin péstovanych v klimaboxech. Pfes genetickou de-
terminaci androgenni responzivity opakovana prasnikova kultura v priméru
frekvenci indukované pylové embryogeneze nezvySuje (Karsai a kol.,
1991).

V naSich experimentech s opakovanou androgenezi u tfi generaci di-
haploidnich linii je¢mene odriidy Jaspis nebylo v dihaploidnich populacich
zvySeni prumémé androgenni responzivity zaznamenano. Rozdily viak byly
mezi populacemi odvozenymi z jednotlivych dihaploidnich potomstev, jejichz
pfi€inu lze vidét v pfirozené variabilité vychoziho materilu.

Dosud nezname optimalni podminky nezbytné k indukci androgeneze jak
u kultivart, tak odriid a druhii u je¢mene i u penice. Uginky zlepSenych
kultiva¢nich podminek mohou proto nékde prekryvat genetickou specifitu re-
akce definovanou na jinych médiich a za jinych kultivanich podminek.
U étyf odriid ozimé a dvou odrid jarni pSenice soucasny vliv genotypu
i zlepSenych kultivaénich podminek demonstrovali napi. Han-Min akol
(1990). O celé slozitosti a komplexnosti androgenni reakce svéd¢i skutecnost,
Ze se na ni geneticky podileji i cytoplazmatické faktory. Androgenni
responzivitu hexaploidni pSenice vyrazné ovlivnila substituovana cytoplazma
ruznych druhii rodu Aegilops (Sagi,Barnabas, 1989). Pfitom byla
cytoplazmaticky ovlivnéna frekvence tvorby embryogennich kalust, aniz by
byly doteny regenerani schopnost a pomér mezi zelenymi a albikatnimi re-
generanty. Za dikaz cytoplazmatického ovlivnéni androgeneze povazuji
Hasan,Konzak (1991) vysledky svych pokusi u alloplazmatickych
linii pSenice. Manifestovala se cytoplazmaticka i jaderna variabilita procesu
a jejich interakce. Pfitom iniciace procesu, regenerace rostlin a pomér mezi
zelenymi rostlinami a albiny byly geneticky nezavisle kontrolovany.

U ¢&s. materiali (sedm odrid ozimé pSenice vCetné odridy Zdar) zjistili
Kuéera,Kucderova (1990) v riznych generacich hybridnich po-
tomstev statisticky vyznamné rozdily v genetické specifité reakce. Zavislost
tvorby kalusi a pylovych embryi na rodi¢ovskych komponentech u zkouma-
nych kfiZzencii ozimého je¢mene demonstrovali Ohnoutkova a kol
(19904, b, c). Rozdily v androgenné responzivnich variantach uvadi tab. II.
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II. Vybrand média pouZivani k indukci androgeneze u p3enice a je¢mene - The most frequently used media for androgenesis in wheat and barley

i Oznateni média~
Slotky"(mg1) P2 N6 MN6 |85D12-3| CHU C17 MC17 |EDAM 1| K42* [BACI™| MNeé/B
KNO; 1000 2830 2850 1400 1415 1400 1400 2830 2500 2600 2850
(NH4)2S04 100 463 463 232 463 67 400 463
KH;PO4 200 400 400 400 200 400 400 400 170 170 400
CaCl».2H,0 166 166 150 83 150 150 166 445 600 166
MgS04.7H0 12,5 185 185 150 93 150 150 185 310 300 185
NHNO; 300 300 300 " 600 200
Ca(NO:s)2.4H0 100
KCl 35 150 70
KHNCO; 50 50
Na;HPO4.H;0 75
Na;HPO, 150
MnSO4.H0 44 4,4 11,0 5,0 11,2 11,2 4,4 10,0 6,6 44
ZnS04.7H;0 1,5 1,5 9,0 5,0 8,6 8,6 1,5 2,0 2,0 1,5
H3;BO; 1,6 1,6 6,0 5,0 6,2 6,2 1,5 3,0 5,0 1,6
KI 0,8 0,8 0,8 0,4 0,83 0,83 0,8 0,75 0,8 0,8
CuSO4.H;0 0,025 0,0125 0,025 0,025 0,025 0,025
CoCl:.6H:0 0,025 0,0125 0,025 0,025 0,025 0,025
Na;Mo004.2H;0 0,0125 0,25 0,25
AgNO; 10,0
Na,EDTA.2H,0 37,0 37,25 37,3 37,3
FeSO4.7H:0 27,0 27,85 27,8 27,8
FeNa;EDTA 42,1 42,1 42,1 32,0 40,0
Sequestren 330Fe 28,0 40,0
Thiamin HCI 1,0 1,0 2,0 0,5 2,5 1,0 1,0 1,0 2,0 1,0 2,0
Pyridoxin HCI 0,5 2,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5 2,0
Kyselina nikotinova 0,5 2,0 1,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5 2,0
Myo-inositol ' 500 80 300 100 100 100 2000 80




SOT €661 - VAOUAA YNNI'LLSOY

Glutamin 100 146 1000 150 100 146
Glycin 2,0 3,0 6,0 1,0 2,0 2,0 2,0 3
Biotin 2,0 © 20 0,25 1,5 1,5 0,005 2
Kyselina listovd 0,5 0,5 0,2
Kyselina askorbova 0,5 1,0 1,0
Panthotenan vdpenaty 0,25 0,5
Serin 100
Hydrolyzovany kasein 550 250 300
Sacharéza 90000 90000 75000 90000 30000 60000
Gluko6za 40000 1000 17500

60000-
Maltéza 80000 97000 120000 80000
Xyléza 250
Agar 7000 8000 5800* 5500 5500
Ficoll 400 100000* 400000 (300000 {100000
Bramborovy extrakt 10%
Je¢ny $krob 60000
2,4D 1,5 10,5-2,0 2,0 0,5 2,0 2,0 2,0 2,0
NAA 0,5 0,5
IAA 1,0 2,5
Kinetin 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 0,5 0,5
BAP 1,0
p-chlorfenoxyoctova 2.0
kyselina ’ .
Zeatin 0,5
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,4 5,8 5,8 58 |58-6,0 6,2 5,8

X Médium® K42 jesté doplnéno CaHa(PO4)2.H20, 100; cholin chlorid, 0,5; kyselina p-aminobenzoov4, 0,01; kyselina maleinovd, 10,0; kyselina
fumarova, 10,0; kysely pyruvit, 5 0; kyselina citronové 10,0; kokosové mléko, 10,0;

*Médium® BAC jesté doplnéno kyselx pyruvit, 10 0; kyselina citronova, 10,0

components, 2desngxmtlon of medium, “medium, 4added



Pozdé&ji screening 30 Slechtitelskych linii a novoslechténi ziskanych kfize-
nim &s. odriid potvrdil, Ze genotyp je rozhodujici faktor androgenni responzi-
bility. Frekvence androgeneze byla porovnana s dvéma modelovymi odriidami,
¢inskou jarni pSenici odridou Dansheng 15 a némeckou ozimou pSenici odri-
dou Florida. Na kultiva¢nim médiu C17 se frekvence androgeneze pohybova-
la od 10,6 do 19,6 %, u responzibilnich &s. kfiZzeni od 1,4 do 5,23 %
(Kucera, nepubl.). Jde stile o frekvence nizké, ale tyto vysledky jsou
povzbudivé a pro praktické ulely jiZ pouZitelné.

Reprezentativnost embryogenniho procesu

Je vyznamné, aby embryogenni mikrospory rovnomérné zahrnovaly
viechny mozZné genetické kombinace charakterizujici genotyp donorové
rostliny. Haploidni ¢i dibhaploidni sporofyt nemohou pfirozené vytvofrit
mikrospory s jakoukoli letdlni vlohou. Vysledky androgeneze u jarniho
jeCmene (Friedt, Foroughi-Wehr, 1986) v§ak naznadily, Ze
mize dochazet k preferenénimu vyvoji z pozitivné selektované ¢asti gameto-
fyth. Thom p s on a kol. (1991) pouzili u linii je¢émene odvozenych
androgenezi k monitorovani segregace alel 10 markeri zahmujicich RFLP
analyzu, bilkovinny polymorfismus i juvenilni habitus rostlin. Odchylky od
Mendelistickych poméri byly zaznamenany jen v jednom pfipadu, kdy se
objevila diference mezi spontannimi dihaploidy a dihaploidy indukovanymi
pusobenim kolchicinu. Podle poslednich praci pylova embryogeneze u je¢me-
ne neni omezena pylovym dimorfismem. Kterékoli pylové zmo (mikrospora)
se muZe stait embryogenni (Roberts-Oehlschlager, Dun-
well, 1991). I to snizuje pravdépodobnost vyraznéjsi preference urcitych
genotypi. Pomér mezi haploidnimi a spontanné dihaploidnimi regeneranty
viak muze byt ovlivnén zachycenim vhodného vyvojového stadia mikrospo-
ry. Hassawi, Liang (1990) zistili, Ze z rané jednojaderného stadia
mikrospory u pSenice a tritikale spontanné polyhaploidni regeneranti nevzni-
kaji.

Albinotické rostliny

Vyskyt albinotickych androgennich rostlin je typicky pravé pro pSenici
a jetmen. Souvisi bezpochybné s ontogenezi mikrospor a je primamné gene-
ticky determinovan (Dunwell, 1985; Bajaj, 1990). TiebazZe albi-
nismus u regenerantli neni bezezbytku objasnén (X u, 1990), jde o komplexni
proces. Kone¢nym vysledkem je delece plastomu. Albinotické rostliny vzni-
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kaji Castéji ze starSich mikrospor. Stejna zavislost na stafi byla zaznamenana
1 v suspenzni kultufe odvozené z mikrosporidlniho kalusu Jahne akol,
1991). Suspenze star$i nez rok produkovaly embryogenni kalus, ze kterého jiz
regenerovali jen albini. V poslednich pracich je uvedeno, Ze albinismus
ovliviiuje spiSe konkrétni genotyp neZ sloZeni kultivainiho média a jiné vlivy
(Chu akol., 1990). Jak zjistili Larsen akol. (1991), donorové rostliny
je¢mene tvorily dvé geneticky determinované androgenni skupiny. Prvni s 27
az 52 % zelenych regenerantii a druhou s 0 az 7 % zelenych regeneranti. Je
pravdépodobné, Ze albinismus v pra$nikovych kulturach jeémene je podobny
albinismu v pradnikovych kulturach pSenice a je ovladan z jadra. Potvrdily to
1 posledni prace jak u pSenice (Tuvesson akol, 1990; Orsinsky
akol, 1990; Han-Min akol 1990; Zhou akol., 1991), tak u je€me-
ne (K ao akol, 1991). Genetické diference v androgenni produktivité u pSe-
nice kolisaly mezi 5 aZ 90 % responzivnich pra3nikii a zelené rostliny
vytvafelo aZ 40 % embryoidi. Zbytek embryoidi vytvafel albiny (Zho u
akol,, 1991). Chu akol. (1990) zase nalezli genotyp, u kterého se podafilo
na 100 kultivovanych prasniki odvodit aZ 360 zelenych androgennich rostlin.
TtebaZe za albuusmus zodpovidaji z vétsi &asti kvantitativné i kvalitativné
ruzné delece plastidového genomu (Huang 1986; X u, 1990), neni zcela
ziejmé, pro¢ a kdy se delece v procesu mikrosporogeneze i rané pylové
embryogeneze zalinaji realizovat. Velka proménlivost ve frekvenci zelenych
regenerantli byla totiz zaznamenana i mezi klasy z téZe donorové rostliny
(K ao akol, 1991).

Pozorovani tvorby a vyvoje pylovych embryoidi v pribéhu kultivace u ¢s.
odridy jarniho jeCmene Jaspis (V a g e ra, 1988) ukazalo, Ze zelené a albi-
katni rostliny bylo mozné vizualné odlisit jiz ve stadiu globulamiho embryoi-
du. Ze vSech zelenych embryoidi kontinualné proristaly kompletni zelené
rostliny, zatimco albikatni embryoidy tvofily kompletni rostliny pfiblizné
s 30% frekvenci. Po pfenosu izolovanych globulamich embryoidi na erstvé
médium proristaly embryoidy v kompletni rostliny jen tehdy, bylo-li jich
souCasné pfeneseno nékolik. Kone¢ny pomér mezi kompletnimi zelenymi
a albikatnimi regeneranty se tedy neshodoval s pomérem mezi zelenymi
a albikatnimi embryoidy a byl posunut ve sméru zelenych regenerantii.

Dal3i rozhodujici faktory

cr o as

nejucinné;si ty vlivy, které v koneéném disledku zasahuji mikrosporogenezi.
Napf. aplikace gametocidu ethrel (Picard akol, 1987) indukovala v pri-
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béhu gametogeneze u pSenice extramitoticka déleni. NaruSenim procesu vzni-
kaly &tyf- aZ pétibunétné mikrospory (pylova zrna) s mensim obsahem $kro-
bu, které byly schopné realizovat sporofyticky vyvoj. Pribéznym jevem
takovychto z4sahi je vSak celkové sniZeni fertility donorovych rostlin. Pozi-
tivné by se mélo projevit indukované zvySeni genetické heterogenity vycho-
ziho materidlu. Semena vybranych druhii pSenic z diploidni, tetraploidni a
hexaploidni skupiny (7riticum monococcum, T. dicoccoides, T. carthlicum, T.
polonicum, T. durum, T. spelta), semena kontrastni dihaploidni populace jarni
T. aestivum odvozené z linie HE 1994 a semena srovnavané androgenné
responzivni odriidy €inské pSenice Dansheng 15 byla ovlivnéna chemomuta-
geny MNU (N-nitr6zo-N-methylmocovina) a EMS (etylmetansulfonat).
Z ovlivnénych semen byly dopéstovany donorové rostliny. Nizké koncentrace
mutageni (0,2mM MNU, 10mM EMS pii 24h ptsobeni na semena) u druhti
a odriid s nizkou androgenni responzivitou (0,5 az 1,5 % reagujicich prasni-
ki) pocCet responzivnich prasnikii stimulovaly relativné nejvice (dvoj- az
trojnasobné zvyseni). U materidli s vysokou androgenni responzivitou (28 %
responzivnich prasniki u odridy Dansheng 15) doslo jen ke 20% zvySeni. Re-
generaéni schopnost mikrosporidlnich kalust aplikaci mutageni ovlivnéna
nebyla. Stimulaci vysvétlujeme zvySenim genetické heterogenity donorového
- vesmés homozygotniho - materidlu zpisobenym indukci bodovych mutaci.
Obdoba stimulace v porovnani s kontrolou byla zaznamenana ve variantach
ovlivnénych 0,2mM koncentraci MNU na dihaploidnich liniich je¢mene
odvozenych androgenezi od odriidy Jaspis.

Ovlivnéni procesu androgeneze je vyznamné i z hlediska ziskani spon-
tannich ¢i indukovanych polyhaploidnich rostlin. Ziskani spontannich poly-
haploidii je vyhodné v tom, Ze eliminuje moZzné dodate¢né chromozomalni
zmény zpusobované vedlej$im ucinkem kolchicinu. Ke spontdnni diploidizaci
dochazi na zakladé fize jader téZe embryogenni mikrospory. U je¢mene muizZe
mit podobu prosté fuze dvou ekvivalentnich jader nebo splynuti vegetativniho
jadra s jaddrem generativnim (M ingh, Chan g, 1987), pfi¢emz jadro ge-
nerativni hraje spiSe aktivni roli. Migrace jadra generativniho k jadru vegeta-
tivnimu vzdalené pfipomina proces oplozeni. Po deviti dnech kultivace lze jiz
dobie zaregistrovat délici se diploidni buiiky vytvafejici zdklad proembrya
nebo mikrosporialniho kalusu.

Intenzita (frekvence) spontanni polyhaploidizace je za standardnich podmi-
nek materidlové specifickd. Zatimco u jarniho je¢mene vznikalo v naSich po-
kusech v zavislosti na odridé &i genotypu v androgenné responzivnich
variantach 40 aZ 70 % spontannich dihaploidi, u pSenice nebyla v prvni sérii
pokusti spontanni dihaploidizace zaznamenana viibec - hodnoceno 400 klast
na androgennich rostlinich (Vagera, 1988). AZ u dalsich materidli p3e-
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nice se podafilo navodit spontianni dihaploidizaci &tyf- aZ sedmidennim chla-
dovym piedpiisobenim pfi 4 °C na izolované klasy. Nejucinnéj$im pro-
sttedkem uZivanym k indukované polyploidizaci u p3enice i u je¢mene je
stale kolchicin (Hassawi, Liang, 1991). U pSenice jej lze Gfinné
aplikovat pfimo na mikrosporidlni kalusy. V naSich pokusech s je¢meny se
osvéddéila jednoducha metoda aplikace kolchicinu na urovni zelenych regene-
ranti. Flow-cytometricky detekované haploidni rostliny byly vyjmuty z kvé-
tinal, z kofenl byla odstranéna zemina a listy zkraceny na jednu tfetinu. Na
5 h byli regeneranti ponofeni do roztoku 0,5% kolchicinu a 1,5% DMSO.
Rostliny byly po aplikaci oprany destilovanou vodou a opét zasazeny do ze-
miny. K diploidizaci dochazelo asi v 80 % ovlivnénych pfipadii. Uvedena
frekvence je procentudlné jen o néco vy$§i neZ zaznamenana spontanni poly-
haploidizace u stejnych materiali. Pomér mezi haploidnimi a spontinné po-
lyhaploidnimi albikatnimi regeneranty u jeémene odrudy Jaspis hodnoceny
flow-cytometricky se podstatné neliSil od poméru mezi haploidnimi a poly-
haploidnimi zelenymi regeneranty hodnocenymi podle jejich fertility.

Praktické aspekty a perspektivy

Ackoli jiz byly pomoci androgeneze in vitro jak u jeCmene, tak u pSenice
ziskany prvni vyznamné Slechtitelské materidly - pfehled uvadéji D un -
well (1986), Bajaj (1990),Ohnoutkova akol (1990a,b) - je ve
srovnani s klasickymi metodami podil této biotechnologické metody ve
Slechténi stile velmi maly. Androgeneze pfitom skyta vyjimednou mozZnost
rychle ziskat geneticky izogenni material. Je-li odvozen Zadany genotyp, je
stabilizovan v priibéhu jedné generace. To pfevazuje nevyhodu piedstavova-
nou sniZzenim priméri nékterych kvantitativnich vlastnosti, které je dano vy-
sokym stupném genetické homozygotnosti androgennich polyhaploidi.
Androgeneze in vitro umoZiluje ziskani novych materidlii zvIast€ u vzdale-
nych hybrida jak pSenice, tak jeémene. Od sekundarnich mezidruhovych
hybridi (hexaploidni Triticale, oktoploidni Triticum - Agropyron) byli ziskani
regeneranti vyznamni karyologicky i morfologicky. ProtoZe se cestou andro-
geneze in vitro mohou realizovat viechny odli$né rekombinace, daji se ziskat
nové rostliny s novymi stabilnimi chromozomalnimi sestavami. Pravé v éele-
di Triticeae byla odvozena fada linii se substituovanymi &i translokovanymi
chromozémy (H u a kol., 1988). Umoziuje to selektovat rezistentni material
i formy se zmé&nénou dobou dozravani ¢i s kratkym stéblem. Pfimé selekéni
vyuZiti pylové embryogeneze demonstrovali Y e a kol. (1987). Prasniky
dvou odrid je¢mene odlisné citlivych k Na,SO, a prasniky jejich reciprokych
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hybridd byly kultivovany v tekutych selekénich médiich obsahujicich zvySu-
Jjici se koncentrace soli. Dal§i manipulace se 138 ziskanymi zelenymi andro-
gennimi rostlinami ukazaly, Ze uvedeny postup U¢inné eliminuje potomstva
citliva na Na,SO4 Vyselektované linie s vyssi toleranci ke koncentracim soli
byly zfejmé vysledkem rekombinaci v F; hybridech pouzitych v podobé do-
norovych rostlin. Mc Beath akol (1990) aplikovali na mikrosporialni
kalusy p3enice (s vytvofenymi zelenymi regeneranimi centry) extracelularni
enzymy padli. Neembryogenni kalusy a kalusy s bilymi regeneranty byly eli-
minovany. Embryogenni kalusy byly nékolikanasobné déleny na malé kousky
a prubézné subkultivovany. Asi 3000 mikrosporialnich kalusti bylo ovlivnéno
extracellulamimi enzymy houby Sclerotinia borealis. Podafilo se izolovat
klony se zvySenou rezistenci. Prvni uspé$né prace s odvozenim embryo-
gennich suspenznich kultur je¢émene z mikrosporidlnich kalusi Jahne
a kol., 1991) nastinuji dalSi moznosti selek¢niho vyuziti procesu indukované
androgeneze in vitro. Vypracovani metody oddélené kultivace jednotlivych
mikrospor a moznosti jejich transformace mikroinjektazi cilené informace
pfimo do jejich jader Bolik, Koop, 1991) je véci budoucnosti.

ZAVER

nové moznosti pro selekci, pro genetickou stabilizaci i pro rozSifeni proménli-
vosti jak u pSenice, tak u jeCmene. TfebaZe je androgenni responzivita silné
zavisla na genotypu, zdaleka nejsou vylerpany moznosti jejiho ovlivnéni.
S novymi modifikacemi kultivaénich podminek a s hlub§imi znalostmi
biochemie, fyziologie a genetiky induk¢nich a regulaénich procesi pylové
embryogeneze se spektrum responzivnich variant vyrazné rozsifuje. Podafilo
se to demonstrovat i na &s. materidlech. Rada z nich byla vybrana i z hlediska
jejich Slechtitelského vyuZiti. Androgenezi in vitro lze charakterizovat jako
jednu z nosnych a stile perspektivnich metod umoziujicich jak nova teore-
ticka studia, tak praktické aplikace v rostlinné vyrobe.
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In vitro induction of androgenesis in wheat and barley.
Rostl. Vyr., 39, 1993 (2): 97-114.

In vitro androgenesis represents an important biotechnological tool to obtain com-
plete plants directly from a male gamete. It promotes a rapid detection of the initial
plant material heterozygosis, production of lines characterized by the peak level of
homozygosis, stabilization of chromosal sets in remote hybrids and accomplishment
of novel selection procedures. An inevitable prerequisite to induce the sporophytic
development of microspores consists in the removal of an anther together with imma-
ture microspores out of an integrated intact plant system, and subsequent axenic mi-
crospore culture on nutrient-optimized media. In wheat and barley the following factors
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were assessed: type and composition of the culture media, genotype specifity of the
androgenic response, representativeness of the embryogenesis process, albino regene-
rants, physiological and genetic effects on donor plants, spontaneous and induced
polyhaploidization, practical aspects and further perspectives. A survey is given of
selected culture media composition. The contribution comprises some experimental
results dealing with in vitro androgenesis induction and regulation in the Czechoslovak
cultivars of wheat and barley. In 1985 the first successful attempt was recorded to
induce direct androgenesis in spring barley cultivar Jaspis on the culture medium Potato
I. Perfect pollen embryoids proliferated to give complete, in 50 % spontaneously
dihaploid plants. Ex-vitro dihaploid populations were brought up to F9 generation.
There was no increase in the average androgenic response in the derived dihaploid
populations. It could be distinguished between green and albino plants as early as at
the level of globular embryoids. A reduced regeneration ability of some of the albino
embryoids led to a change in the final green: albino regenerants ratio. Out of 24 ma-
terials only five gave the androgenic response (i.e. 0.5 - 2.7 % responsive anthers), out
of 30 hexaploid wheat accessions just three (0.3 - 2.1 % responsive anthers). A total
of nine developmentally and morphologically contrasting dihaploid wheat populations
were derived from F, generation of the Czechoslovak origin and carried to Fs genera-
tion.

The usage of the culture media containing maltose and Ficoll broadened the scope
of variants with the androgenic response even within Czechoslovak wheat and barley
materials. Out of 38 winter barley crosses nine gave the androgenic response with the
number of androgenic anthers varying between 6 and 52 %. The haploid: spontaneously
polyhaploid albino regenerants ratio assessed by means of flow-cytometry did not differ
from the haploid: polyhaploid green regenerants ratios evaluated according to their
fertility. The application of adequate concentrations of N-nitroso-N-methyl urea and
ethylmethanesulphonate in selected diploid, tetraploid and hexaploid wheat accessions
and Czechoslovak spring wheat (7. aestivum) materials stimulated the number of
androgenic anthers more in the variants with a low androgenic responsiveness com-
pared to those characterized by the standard androgenic response. The stimulation can
be explained by the increase in the genetic heterogeneity of a donnor - mostly homozy-
gous - material due to the induction of an adequate number of point mutations. Spon-
taneous polyploidization in the process of spring wheat androgenesis was remarkably
stimulated by cool pre-treatment of donor plant isolated spikes. The paper offers
possibilities of the expected selection against the stress factors at the level of androgenic
cultures.

Kontakin{ adresa:

Doc. RNDr. Jii Vagera, CSc., Ustav experimentilni botaniky AV CR, Sokolovski 6,
772 00 Olomouc
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MICROPROPAGATION OF COMMON BEAN (PHASEOLUS
VULGARIS L.) BY MULTIPLE SHOOT INDUCTION

K. Kalantidisl, M. Griga2

lUniversity of Agriculture, Praha
2Research Institute of Technical Crops and Legumes, Sumperk

A micropropagation method for the common bean (Phaseolus vulgaris L.) via
meristem and shoot tip culture was developed. The optimum combination and
concentration of growth regulators for micropropagation was defined. In addi-
tion, the effect of the initial explant (location on the plant) and genotype on the
efficiency of the micropropagation method was studied. The highest frequency
of multiple shoots was observed on MS media with the addition of 10 uM BAP
alone or together with 0.1 uM NAA. Rooting was obtained on MS media
without growth regulators or with the addition of 0.1 to 1 uM NAA. The highest
efficiency of micropropagation was achieved when the axillary buds of the
cotyledons were used in the initial cultures and with genotypes Magna, KR 355,
and Kreola. Rooted shoots were grown to maturity in a greenhouse and viable
seeds were harvested.

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a highly self-fertilizing spe-
cies. Therefore in vitro propagation techniques are not necessary to multiply
inbred lines; on the other hand, self-fertilization makes it difficult to use those
selection methods where a large number of seeds from cross-pollination is
needed (recurrent selection). In these cases in vitro propagation can be very
useful providing a sufficient number of heterozygotes and therefore reducing
the time needed for a selection cycle. Vegetative propagation with the use of
meristem or shoot tips may be also of interest in (1) propagation of unique
genotypes (male-sterile or selfincompatible ones), (2) isolation of solid mu-
tants from chimeric tissues, (3) production and propagation of pathogen-free
germplasm, and (4) long-term preservation (Allavena, 1984). Even
though meristem-tip culture is one of the simplest in vitro techniques, only
a few papers were published in Phaseolus species resulting in complete plant
regeneration or in efficient micropropagation system (Allavena,
Sharp, 1981; Kartha et al.,, 1981; Martins, Sondahl,
1984a,b; Rubluo, Kartha, 1985 Allavena, Rossetti,
1986; Saam etal., 1987).
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The present study was conducted to develop a reliable and efficient micro-
propagation protocol for selected bean cultivars with emphasis to Czechos-
lovak ones.

MATERIALS AND METHODS

The Czechoslovak variety Magna was used as a model genotype in most
experiments; for genotype evaluation we used the following cvs.: Perlitka
(PA), Kreola (KR), Luna (L), Magna (MA), Styrska Lastovi&i (SL), Wachs
Goldjuwel (WG), E-396, land-race 355 (KR 355).

Seeds with undamaged seed coat were surface sterilized in 70% ethanol for
1 min and subsequently in 3-10% commercial bleach (Savo, Lachema) for
15 min. Finally the seeds were rinsed three times with sterile distilled water.

In all experiments the basal medium consisted of MS-salts, 3% sucrose and
0.8% agar. This formula was used for aseptic seed germination; for explant
culture the basal medium was modified with BAP and NAA. pH of the media
was adjusted to 5.6 to 5.8 prior to autoclaving (15 min, 100 kPa, 120 to 125 °C).
The cultures were maintained in a growth chamber with 16/8 light/dark cycle,
25 + 2 °C day/20 £ 2 °C night. Light was supplied by cool white fluorescent
tubes providing a quantum density of 2000-4000 Ix.

For the statistical evaluation of the data the X* test was used (Kiaba et
al.,, 1981).

Experiment 1 - Effect of phytohormones on multiple shoot induction

Apical meristems (0.2-0.3 mm in size) from 7-10 day-old seedlings (cv.
Magna) were cultured on the basal media supplemented with BAP (0; 0.1; 1;
5; 10 and 20 pM) and NAA (0; 0.1; 1; 5 and 10 uM) in a factorial combina-
tion (Tab. I) to define optimum conditions for multiple bud induction.

Experiment 2 - Effect of initial explant on multiple shoot induction

Buds (3-4 mm in size, Fig. 1A) from three different locations on the plant
(cv. Magna) - shoot apical buds, axillary buds of first true leaves and axillary
buds of cotyledons - were cultured on five modifications of the basal medium.

Experiment 3 - Effect of genotype on multiple shoot induction

Axillary buds of the cotyledons of eight genotypes were cultured on four
modifications of basal medium.
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I. The frequency of single shoot and multiple shoot formation (%) from common bean shoot apical
meristems (cv. Magna) after eight weeks of culture; the data represent the mean of two replicates,

each consisted of 10 explants

Medium Phytohormones (UM) + Single shoot Multiple shoot
number BAP NAA formation (%) formation (%)
1 0 25 0
2 0 0.1 25 0
3 0 1 15 0
4 0 5 0 0
5 0 10 10 0
6 0.1 0 35* 10
7 0.1 0.1 15 0
8 0.1 15 10
9 0.1 5
10 0.1 10 0 0
11 1 0 15 10
12 1 0.1 25 15
13 1 1 5 5
14 1 5 0 30
15 1 10 0 0
16 5 0 0 45*
17 5 0.1 15 35
18 5 0 20
19 5 5 0 10
20 5 10 0 5
21 10 0 0 70*
22 10 0.1 0 70*
23 10 1 0 25
24 10 5 0 30
25 10 10 0 20
26 20 0 0 20
27 20 0.1 0
28 20 1 0 . 0
29 20 5 0 10
30 20 10 0 0

* Statistically significantly higher than the mean of selected varants at significance level o = 0.05
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1A. Axillary buds of cotyledons of an aseptically germinated bean seedling (cv. Magna) - optimum
initial explant for micropropagation purposes in our experiments

1B. Axillary bud after 10-day culture on MS-medium with 10 pM BAP; development of multiple
bud primordia (arrows)

1C,D. Multiple shoot forming bean explants (cv. Magna) cultured on MS-medium with 10 pM
BAP after 12 weeks of culture
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Each experimental variant (e.g. medium modification x genotype) con-
sisted of minimally of 10 explants in two replicates. All experiments were re-
peated at least twice. The data (single shoot and multiple shoot formation)
were recorded after eight weeks of culture.

The best variants (medium x explant x genotype) were micropropagated as
shoot clumps in a long-term culture.

Rooted shoots obtained in individual experiments were transferred into
greenhouse and grown to maturity.

RESULTS

Experiment 1

The frequency of explants with multiple shoots (Fig. 1B,C,D) for each of
the 30 culture media is shown in Tab. 1. The highest frequency of multiple
shoot formation (70 %) was obtained when the apical meristems were cul-
tured on media with 10 pM BAP in the absence of NAA or with low NAA
concentration (0.1 pM) - maximum of 10 shoot buds per explant was ob-
served. When BAP was added at lower concentrations, single shoot formation
often occurred. Higher NAA concentrations (5 or 10 puM) had a negative ef-
fect both on the quantity and the quality of multiple shoots (strongly deformed
tissues). -

NAA alone at a low concentration (0.1; 1 uM) induced rhizogenesis in
some explants in the culture period studied. Later on, this response could be
made use for rooting of well developed shoots.

Experiment 2

The frequencies of explants (buds from different locations on the plant)
with multiple shoot formation on three modifications of basal medium are
shown in Tab. II. The capacity for multiple shoot formation decreased in the
direction from the shoot basis to the shoot apex, axillary buds of cotyledons
being the most responsive explants. Nevertheless the difference between the
response of cotyledonary buds (63 %) and axillary buds of primary leaves
(56 %) was not significant. On the other hand, a significant decrease in the
number of explants forming multiple shoots was observed when apical buds
were cultured on multiple shoot induction media.
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I1. The effect of initial explant type and selected medium (BAP and NAA combination) on single
shoot and multiple shoot formation freguency (%); cv. Magna, evaluated after eight weeks of
culture

Single shoot formation (%) Multiple shoot formation (%)
Explant type medium medium
1 6 mean 17 21 22 mean
Cotyledonary buds 20 30 25 40 60 9% 63*
Axilary buds of leaves 10 20 15 40 60 70 56
Shoot apex buds 10 - 10 10 10 30 16

* Explant with the significantly higher fregher frequency of multiple shoot formation than the
mean of the whole experiment at significance level o = 0.05
Medium 1: without phytohormones
6: 0.1 uM BAP
17: 5 W BAP + 0.1 pM NAA
21: 10 uM BAP
22: 10 p BAP + 0.1 pM NAA

III. The effect of genotype on multiple shoot formation frequency (%); evaluated after eight weeks
of culture; each experimental variant (genotype x medium) consisted of 10 explants in two replicates

L Multiple shoot formation (%); genotype
Medium
WG L PA E396 KR |KR355| SL MA | mean
6 0 0 0 0 10 0 0 10 2.5
12 30 0 0 40 37.5 25 10 15 19.7
21 60 20 40 50 50 55 60 70* 50.6
22 55 40 60 60 70 70 20 70 55.6

* Statistically significantly higher than mean at significance level oo = 0.05
Medium: 6: 0.1 uM BAP

17: 5 pM BAP + 0.1 pM NAA

21: 10 uM BAP

22: 10 uM BAP + 0.1 uM NAA

Experiment 3

Tab. III shows the frequency of explants from eight different genotypes
forming multiple shoots after eight weeks of culture on four combinations of
BAP and NAA. When the whole buds instead of meristems were used in the
initial culture, a higher frequency of multiple shoot forming explants was ob-
served in all genotypes, though differences between genotypes are evident.
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The best results were obtained (70 % of multiple shoot forming explants)
with the cotyledonary buds of the genotypes Magna, land race 355, and
Kreola on MS-medium with 10 uM BAP.

In general, it can be claimed that in contrast with the effect of growth regu-
lators the effect of genotype on multiple shoot formation is mainly quantita-
tive. The effect of three studied factors, i.e growth regulators, location of buds
on the seedling and genotype was statistically tested by means of the X? test
(Tab. IV). In the case of growth regulators and for the purposes of X test, the
variants with very few or none multiple shoot formation had to be eliminated
(22 out of 30 BAP and NAA combinations).

IV. Evaluation of the effect of individual factors on multiple shoot formation frequency (%) by
means of X° test

Source of variation daf X
Medium 7 22.1529**
Explant type 2 8.3937*
Genotype 7 18.6029**

* Statistically significant for o = 0.05
** Statistically significant for o = 0.001

The shoots (at least 2 cm long and healthy-looking) continuously obtained
in individual experiments were rooted on MS-medium without growth regu-
lators. The addition of NAA (0.1 to 1 uM) had generally a positive effect on
" rooting, but the increase in rooting frequency was not significant. Higher
NAA concentrations negatively influenced the quality of roots. The mean fre-
quency of rooting in the series of experiments was 25 %. After eight weeks
of culture on root-inducing medium the roots were well developed (Fig. 2A)
and complete plantlets were able to be transferred to non-sterile conditions.
Plantlets were transferred from agar medium to perlite saturated with a half-
-strength MS medium (aseptic conditions, Fig. 2B) and after several weeks to
pots with the soil mixture (soil, peat, sand and perlite) in a greenhouse
(Fig. 3A), where the plants flowered and set seeds (Fig. 3B).

The explants exhibiting good multiple shoot formation capacity (cvs.
Kreola, Magna, KR 355; medium with 10 uM BAP or 10 uM BAP + 0.1 uM
NAA) were maintained as a shoot culture in four-week subculture intervals
for 12 months. The multiple shoot forming capacity decreased with prolonged
culture and the abundant callus formation was frequently observed. The
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2A. Root formation on an isolated bean shoot cultured eight weeks on MS-medium without phytohormones
2B. Transfer of a rooted shoot to perlite saturated with half-strength MS-medium (mineral part); aseptic conditions
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3A. Bean plants well adapted to the non-sterile conditions in the greenhouse
3B. Bean regenerant with pods (cv. Styrska Lastovi¢i), originated from micropropagated shoot

culture
3C,D: Development of globular embryo-like structures on the shoot apical meristem explants of

bean subcultured on MS-medium with 5 uM BAP and 1 UM NAA; cv. Magna
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shoots isolated from a long-term micropropagation culture rooted worse than
the ones isolated in first subcultures and they needed a longer culture interval
on rooting medium for root induction and development.

In some cases the flower formation in vitro was observed at the end of
eight-week culture period on explants which formed complete plants directly
from isolated buds (media 6 and 12). This phenomenon was recorded in geno-
types with good regeneration potential (KR 355, WG).

The culture of shoot apical meristems on the media with medium concen-
tration of phytohormones (1 pM NAA + 1 uM BAP, 1 uM NAA + 5 uM
BAP) resulted sporadically in the formation of smooth, globular embryo-like
structures (Fig. 3C,D).

DISCUSSION

A micropropagation protocol with plant regeneration for Phaseolus vul-
garis genotypes has been developed with the use of multiple shoot induction
effect. The phytohormone requirements needed for multiple shoot formation
from apical meristems or buds in our experiments were similar to those re-
ported by other authors (Kartha etal, 1981;Martins, Sondahl,
1984b; Allavena, Rossetti, 1986; Saam et al, 1987); in gen-
eral BAP alone (0.5 to 20 pM) or in combination with a low level of auxin
(0.1to 1 pM NAA; 0.025 to 0.1 pM 2,4-D) promotes reliably multiple shoot
formation in bean. Similar phytohormone combinations inducing multiple
buds were reported also for other grain legume species, namely for pea, soy-
bean, faba bean, chickpea, peanut (Kartha etal, 1981, Griga etal,
1986; Griga, 1988, Griga, Hejtmadnkova, 1990).

The bean explants responded very sensitively to exogenously applied phy-
tohormones (Tab. I) - basal medium without phytohormones and low concen-
trations of BAP (0.1, 1 uM) as well as NAA (0.1, 1 pM) alone or in
combination induced reproducibly well elongating single shoots and in some
cases (media 1, 2, 6, 7, 12) complete plantlets developed (Kartha et al.,
1981). Even in the conditions described above we could observe some ex-
plants with multiple shoots (Tab. I). But the maximum frequency of multiple
shoot developing explants was recorded on media 21 and 22. Similarly like
in soybean (Saka etal, 1980; Griga,Hejtmadkova, 1990) and
faba bean (Griga, 1988), the BAP concentrations (5 to 10 uM) leading to
the highest frequency of multiple shoot formation negatively influenced the
elongation of shoots and also caused non-desirable callogenesis. This charac-
ter was still more emphasized in successive subcultures on the same medium
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(Fig. 1C,D; see also the figures in Kartha etal, 198]1; Allavena,
1984; Griga,Hejtmdadnkova, 1990) and could be mentioned as the
critical step of the micropropagation protocol. We observed that the high
number of shoot buds per explant is very often in negative correlation with
the quality of shoots (morphology, physiology) and their ability to produce
complete plants.

As to the three factors studied (phytohormones; explant type; genotype),
the qualitative in vitro response of bean meristems and buds is basically af-
fected by the used ratio of auxin and cytokinin; the intensity of the morpho-
genetic response (quantitative aspect) is influenced by phytohormones as well
as genotype and initial explant type.

There were observed differences in regeneration capacity between the eight
genotypes tested - cv. Magna, KR 355 and Kreola being the most responsive
under the described conditions. Pronounced differences in regeneration poten-
tial of meristems and buds between the bean species and cultivars were also
reported in literature Rubluo,Kartha, 1985 Allavena,Ros-
setti, 1986; Saam etal, 1987).

The location of initial explant on the seedling had a quantitative effect, i.e.
the morphogenetic response of various explants on certain medium was the
same, only the intensity of response differed. Axillary buds of cotyledons ex-
hibited the better regeneration potential than apical buds, which is an analo-
gous situation like in pea and horse bean (Griga etal, 1986; Gould
etal, 1987, Griga, 1988; Selva etal, 1989).

Root formation could be easily induced on single shoots developing di-
rectly from meristems or buds in initial culture (media with low levels of BAP
and NAA); shoots isolated from explants subcultured on cytokinin-rich media
rooted significantly worse. For the whole plant regeneration, the transfer of
explants with multiple shoots into neutral media could be recommended - this
transfer could positively affect the shoot elongation as well as the following
rooting procedure.

In some cases we observed the formation of embryo-like structures on me-
ristem explants. We did not follow this phenomenon in detail in our work, but
the recent studies in pea (Kysely,Jacobsen, 1990) and some
Phaseolus species M alik,Saxena, 1992) show the possibility of so-
matic embryogenesis induction from shoot apices or the regions adjacent to
the shoot apex, hypocotyl and cotyledonary axils. Interestingly in Phaseolus
species (in contrast with most of other legumes) somatic embryogenesis could
be induced by BAP M alik, Saxena, 1992).

The protocol presented here was reproducibly applied to selected Czecho-
slovak common bean cultivars. The limiting factors are: (1) decrease of shoot
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regeneration potential in long-term culture connected with intensive callus
formation on BAP-rich media, (2) non-stable rooting ability, particularly in
shoots isolated from long-term micropropagation culture.

Abbreviations

MS: culture medium after Murashige,Skoog (1962); BAP: 6-benzyla-
minopurine; NAA: o-naphthaleneacetic acid
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KALANTIDIS, K. - GRIGA, M. (Vysoka 8kola zeméd€lsk4, Praha; Vyzkumny ustav
technickych plodin a luskovin, Sumperk):

Mikropropagace fazolu obecného (Phaseolus vulgaris 1.) indukci tvorby mno-
honisobnych pryti.

Rostl. Vyr., 38, 1993 (2): 115-128.

Byla vyvinuta metoda mikropropagace u fazolu obecného (Phaseolus vulgaris 1..)
a provéfena na souboru osmi pfevazné Ceskoslovenskych odrid a genotypl. Jako
vychozi explantaty byly testovany stonkové apikdlni meristémy (velikost 0,2 - 0,3 mm),
vzrostné vrcholy a axilarni pupeny déloh (obr.1A) a prvnich pravych listi (velikost 3
- 4 mm), izolované z asepticky p€stovanych kli¢nich rostlin. Vstupni testovani fakto-
ridlni kombinace 6-benzylaminopurinu (BAP; 0; 0,1; 1; 5; 10 a 20 puM) a kyseliny
o-naftyloctové (NAA; 0; 0,1; 1; 5 a 10 M) na pozadi zékladniho média(Murashi-
ge, Skoog, 1962) s 3% sacharozou a 0,8% agarem ukdzalo optimélni tvorbu
mnohonésobnych prytd (podminka multiplika¢niho efektu) pfi aplikaci 10 uM BAP
samotného-nebo v kombinaci s nizkou koncentraci NAA (0,1 pM) - (obr. 1B, C, D,
tab. I). NiZ$i koncentrace BAP indukovaly tvorbu jednoduchych pryti. Koncentrace
NAA nad 5 uM negativné ovliviiovaly pocet i kvalitu mnohonasobnych pryti (silné
malformace explantatl). Samotna NAA v nizké koncentraci (0,1; 1 uM) indukovala
tvorbu kofen.

Lokalizace vychozich explantati na kli¢ni rostlin€ ovliviiovala morfogenni odezvu
na médiich indukujicich tvorbu mnohonasobnych pryti (tab. II). Kapacita tvorby mno-
honasobnych pryti stoupala ve sméru od vzrostného vrcholu pfes axilarni pupeny listi
po axilami pupeny déloh. Pro uely prosté mikropropagace je jednodussi a efektivng;si
vyuZiti pupenll ve srovnani s meristémy.

Testovani osmi riznych genotyptl potvrdilo obecnou pouZitelnost metody u Pha-
seolus vulgaris, 1 kdyZ rozdily v morfogenni odezvé mezi genotypy existuji (tab. III).
Nejlepsi vysledky byly ziskdny u genotypli Magna, krajové odridy 355 a Kreola pfi
pouZiti axildrnich pupeni déloh. Z hlediska vyznamnosti studovanych faktorti ovliviio-
valy tvorbu mnohonasobnych prytd predevsim pouZité ristové regulatory a genotypy,
méné pak typ vychoziho explantatu (tab. IV).

Pryty minimalni délky 2 cm byly zakofefiovany na MS-médiu bez riistovych regu-
latorti. Aplikace NAA (0,1 a 1 uM) pozitivné ovliviiovala tvorbu kofent, aviak zvySeni
frekvence zakofenovani nebylo statisticky prikkazné. Po osmi tydnech kultivace na
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zakofefiovacich médiich byly kofeny dostate¢n€ vyvinuté (obr. 2A) a kompletni
rostlinky mohly byt pfevedeny pres perlit s 1/2 MS-médiem - mineralni ¢ast (obr. 2B)
do nesterilnich podminek ve skleniku (obr. 3A), kde rostliny kvetly a tvofily lusky
(obr. 3B). '
Explantity vykazujici dobrou schopnost tvorby mnohonasobnych prytd byly
subkultivovany jako stonkova kultura po dobu 12 mésict. Kapacita tvorby mnohona-
sobnych pryti klesala s pokraCujici subkultivaci a byla pozorovana zvySena tendence
ke tvorbé kalusu. Pryty izolované z dlouhodobé kultury kofenily hilfe a vyZadovaly
delsi kultiva¢ni interval na zakofefiovacim médiu ve srovnini s pryty izolovanymi
b&hem prvnich mésicl po zaloZeni kultury. Na nékterych kombinacich ristovych re-
gulatord (1 uM NAA + 1 uM BAP; 1 uM NAA + 5 uM BAP) byla ojedinéle
pozorovana tvorba hladkych, globuldrnich embryu podobnych struktur (obr. 3C, D).

Contact Address:

Ing. Kriton Kalantidis, Vysoka $kola zemédélskd, 165 21 Praha 6 (present address:
Department of Life Sciences, University of Nottingham, NG7 2RD Nottingham, U.K.)
RNDr. Miroslav G ri g a, CSc., Vyzkumny dtstav technickych plodin a luskovin, 787 01

Sumperk
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DIPLOIDIZACE A CYTOLOGICKA KONTROLA HAPLOIDU
BRASSICA NAPUS L.

M. Vyvadilova, S. Zelenkova, D. Tomaskova, J. KoSner

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha-Ruzyné

Diploidizace haploidnich rostlin Brassica napus L. z praSnikovych a mikrospo-
rovych kultur byla provddéna ponofenim celych rostlin do roztoku kolchicinu.
Pro cytologickou kontrolu ploidie v kofenech a mladych listcich byly pouZity
modifikace postupti, které uvefejnili La Cour (1941) a Feulgen,
Rossenbeck (1926). Vyt€most dihaploidi byla v priiméru 69 %. Nebyl
pozorovén statisticky vyznamny rozdil mezi genotypy, dobou ptisobeni (16
a 48 h) ani koncentracemi kolchicinu (0,05 a 0,1 %).

U nékterych druhti rodu Brassica je mozné za urcitych podminek navodit
pfimou pylovou embryogenezi v prasnikovych a mikrosporovych kulturach
(Lichter, 1981,1985, Chuong, Beversdorf, 1985). Vznikaji
tak rostliny s haploidnim po¢tem chromozomi, které predstavuji vhodny ma-
teridl pro genetické studie, a pfedpoklada se jejich vyuZiti pro genetické ma-
nipulace a mutané-selekéni systémy. Po diploidizaci haploidi lze ziskat
homozygotni linie jako vychozi Slechtitelsky materidl (Lichter et al.,
1988).

Prakticka aplikace metody je vSak dosud limitovana relativné nizkym vy-
nosem embryi u nékterych genotypli a nizkou ucinnosti diploidizace haploi-
dia. VétSina dosud pouzivanych metod - aplikace kolchicinu na kofeny
a postranni vétve, ovlivnéni meristému (napf. injek¢ni metoda), embryi a in
vitro rostlin - ma bud nizké procento u¢innosti, nebo nékteré jiné nevyhody
(Naleczynska,Cegielska,1984; Currah,Ockendon,
1987, Lichter etal., 1988). Soudasti tvorby dihaploidnich linii je cyto-
logicka kontrola po¢tu chromozémi u regenerovanych rostlin.

Tato prace je zaméfena na vyhledani ucinné metody diploidizace a cytolo-
gické kontroly v Casnych stadiich vyvoje rostlin.

MATERIAL A METODA

Pro pokusy byly pouZity haploidni rostliny z prasnikovych kultur odridy
Darmor, Jet Neuf, Topas, Solida, F; hybrida - F;157, F,118, F,42, F;179 ze
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8S Slapy u Tabora, z mikrosporovych kultur dihaploidnich linii odridy

Darmor (D 36, D 10) a tfi autoinkompatibilni linie.

Byly zkousSeny roztoky kolchicinu o koncentraci 0,1 % a 0,05 %, pH 5,8.
Celkem bylo hodnoceno 234 rostlin. Malé rostlinky ve stadiu 3 az 4 pravych
listi byly po vyjmuti z agarového média, oplachnuti v destilované vodé a
zastfiZzeni kofinku vloZeny po tfech do 100ml banék se 30 ml roztoku kolchi-
cinu tak, aby byly jejich vegetaéni vrcholy ponofeny. Po dobu pisobeni
kolchicinu byly umistény v klimaboxu pfi 23/18 °C, pfi nizké intenzité
osvétleni a fotoperiodé 16/8 h. Doba piisobeni kolchicinu byla 16 nebo 48 h.
Po ovlivnéni byly rostliny oplachnuty vodou a ponofeny do 0,15% vodného
roztoku fungicidu Previcur na 15 min. Rostliny pak byly vysazeny do zeminy,
piikryty 5 aZ 6 dni porofélii, ktera udrZzovala dostateéné vysokou vlhkost;
109 rostlin bylo jarovizovano v podminkach in vitro pred kolchicinovanim,
125 rostlin po 2 tydnech od vysazeni do zeminy 6 tydnu pii 4 az 6 °C.

Statistické vyhodnoceni vysledki bylo provadéno X testem. Ploidie rege-
nerantii byla hodnocena podle morfologickych znaki (habitus a stavba kvétu)
a cytologicky. Cytologicky rozbor po¢tu chromozému u rostlin z podminek
in vitro a zakofenénych regenerantii byl realizovan vétSinou u mladych listka
(3 az 5 mm), nékdy i u kofenovych Spicek.

Rychlé roztlakové metody byly aplikovany podle téchto postupi:

A. Barveni Feulgenovou reakci (Feulgen, Rossenbeck, 1926)

a acetoorceinem:

1. predpiisobeni - 0,002M roztok oxychinolinu, 3 h, 20 az 22 °C;

2. promyvani vodou - 15 min;

3. fixace - 99% kyselina octova, minimalné 30 min; objekty je mozné ucho-
vavat ve fixazi né€kolik dni pii 4 °C;

4. promyvani vodou 15 min;

5. hydrolyza - IN HCI, 60 °C, 10 min;

6. barveni in toto v Schiffové reagens, 30 min; po obarveni v Schiffové rea-
gens je moZné objekty uchovavat asi 10 dni v destilované vodé pfi 4 °C.

7. dobarveni roztlaku v 1% acetoorceinu.

B. Barveni acetoorceinem (La Cour, 1941):

1. pfedpusobeni a fixace se provede stejnym zpusobem jako u vySe uvedené
metody;

2. preneseni objektu bez promyvani na hodinové sklicko do smési IN HCI
(1 dil) a 1% acetoorceinu (10 dili), ktera se opatrné 3x zahieje; tekutina
nesmi viit;

3. barveni rozcupovaného materidlu se provede na podloznim skle v kapce
1% acetoorceinu, 5 aZ 10 min; po zhotoveni roztlaku pod krycim sklickem
preparat opatrné zahiejeme.
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Preparaty se prevedou do trvalého stavu pomoci suchého ledu (Conger,
Fairchild, 1953) a zaliji do Euparalu. Acetoorceinové preparaty 1ze po ora-
movani kryciho sklitka Solakrylem dogasné uchovat n€kolik dni v lednicce.

VYSLEDKY

Podil ziskanych dihaploidi v jednotlivych variantich po zhodnoceni nepiimou
a cytologickou metodou byl v priméru 69 %. Nebyly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi genotypy, délkou plisobeni ani koncentracemi roztoku
kolchicinu. Cytologickym vyhodnocenim bylo zji§téno, Ze koncentrace
kolchicinu 0,1 a 0,05 % pfi pisobeni 16 nebo 48 h byly dostatecné ke
zdvojndsobeni poétu chromozémi. Jako vhodnéjsi se vSak ukazuje 0,05%
koncentrace kolchicinu pro svoji nizsi toxicitu (tab. I az III).

I. Vliv koncentrace kolchicinu na frekvenci fertilnich a sterilnich rostlin (1991) - The effect of
colchicine concentrations on the frequency of fertile and sterile plants (1991) .

L pokus Genoty? | Potet rostlin Fertilni® Sterilni®
celkem potet® % poget’ %
D 36 17 9 53 8 47
48h | 005% | F157 16 10 62,5 6 37,5
celkem’ 33 19 58 14 42
D 36 13 8 62 5 38
48 h 0,1% | F157 17 10 59 - 7 41
celkem’ 0 18 60 12 40

1e)vcpeliment, 2genotype, 3total number of plants, “fertile, >sterile, “number, "total

II. Vliv doby puisobeni kolchicinu na frekvenci fertilnich a sterilnich rostlin (1991) - The effect
of colchicine treatment time on the frequency of fertile and sterile plants (1991)

o 18 o .S
i Fertil Sterilni
L pokus' Genotypz Poéelt rostlin : ilni 6en ni
celkem podet % pocet %
16h 0,05 % D 36 23 16 70 7 30
0,1 % D 36 15 12 80 3 20
431 0,05 % D 36 10 8 80 2 20
0,1 % D 36 17 13 76,5 4 23,5

For' € see Tab. I
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III. Vyuziti metody kolchicinovani pro diploidizaci regenerantli iznych genotypii fepky (1991)
- The use of colchicine treatment method for regenerated plants diploidization in different rape
genotypes (1991)

I. Pokusl Genotyp2 Po::ltk;ot:glin F: nilm'4 S:erilm’s
pocet % pocet %
Topas 11 8 73 3 27
Solida 6 4 67 2 33
F 42 12 7 59 5 42
F 118 5 2 40 3 60
i | omm F 179 4 3 75 1 25
D 10 2 50 2 50
D 36 3 60 2 40
Al 9 20 15 75 5 25
Al 24 4 3 75 1 75
Al 44 35 28 80 7 20
celkem’ 106 75 71 31 29

For ' 7 see Tab. I

Haploidni rostliny maji celkové slab$i habitus, protahly ve vertikalni ose,
s Castym vétvenim, listy jsou uzsi bez vyrazného vykrajovani Cepele, kvé-
tenstvi je fidsi, celkové protahlé a nevytvareji se téméf Zadné SeSule. Korunni
listky jsou mensi a uzsi nez u diploidnich kvéti, prasniky jsou bud zakmélé,
nebo zcela chybéji (obr. 1 a 2).

Vzhledem k tomu, Ze mitoticka aktivita v meristémech kofenovych 3pi¢ek
rostlin in vitro byla nizka, pouzili jsme vétSinou ke karyologické kontrole
haploidii a dihaploidi mladé listy regeneranti péstovanych ve skleniku.
Postup, ktery uvefejnil La C o ur (1941), byl pfi rutinnim hodnoceni
vétsiho poctu rostlin asové nendro¢ny, a proto jsme mu davali pfednost pied
jinymi metodami. Feulgenovo barveni jsme naopak aplikovali u kofenovych
Spicek, kde se acetoorceinem chromozomy $patné barvily.

U regenerantli byl v priméru zjistén 12% vyskyt spontannich dihaploidu.
Mimo haploidnich (obr. 3) a diploidnich (obr. 4) poéth chromozémi byly
u regenerantli pozorovany ojedinéle aneuploidni odchylky. U viech genotypii
se Casto objevovaly chimerické rostliny (obr. 5).

Ztraty rostlin jarovizovanych po ovlivnéni kolchicinem dosahly v priméru
30 %, zatimco u varianty jarovizované in vitro €inily pouze 6 % a zdravotni
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1. Habitus dihaploidni a haploidni rostli-
ny fepky ozimé - The habitus of winter
rape dihaploid and haploid plants

2. Detail kvétenstvi haploidni tepky
ozimé - A detail view of the inflo-
rescence of haploid winter rape
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3. Metaféze mitotického déleni haploidni
tepky (n = 19) - The metaphases of mito-
tic division of haploid rape (n = 19)

4. Metafaze mitotického déleni diploidni
fepky (2n = 38) - The metaphases of mi-
totic division of diploid rape (2n = 38)

5. Chimericka rostlina s haploidnimi a di-
haploidnimi sektory kvétenstvi - A chimeric plant
with haploid and dihaploid sectors of inflo-
rescence



stav rostlin byl podstatné lep$i. U rostlin jarovizovanych in vitro viak docha-
zelo k deformacim nejmladSich listh, ke zpomaleni ristu a vyvoje a Casto
byla také poruSena apikdlni dominance.

DISKUSE

Hlavnim kritériem pro posouzeni metody diploidizace byl pozadavek na
sniZeni pracnosti a technické naro¢nosti pii kolchicinovani haploidnich
rostlin.

Metody, které jsme dosud pouzivali, mély urcité nedostatky. U metody
kolchicinovani bo¢nich vétvi byla ucinnost jen 40 %, za dal$i komplikace lze
povazovat zdlouhavost postupu a naro¢nost na sklenikovou plochu. Pfi
kolchicinovani mladych rostlin pfes kofenovy systém se ufinnost pohybovala
také pouze kolem 40 % a navic bylo nutné opakované presazovani rostlin po
ovlivnéni kolchicinem. Av3ak vyhodou obou metod je moznost snadného
zjisténi ploidie rostlin pfed ovlivnénim a asna identifikace spontannich di-
haploidii. Uginnost injek&ni aplikace kolchicinu do vrcholového meristému
v pribéhu jarovizace je sice vysoka (asi 75 %), nevyhodou je vSak vysoka
cena a nedostatek vhodnych mikrojehel, rovnéz i dlouhodoba manipulace
s kolchicinem. ZkouSena metoda méla tyto nevyhody fesit.

Ve shodé s udaji, které uvetejnili Currah,Ockendon (1987), se
koncentrace kolchicinu 0,05 % ukézala jako dostalujici pro diploidizaci a pfi-
tom vyhodnéjsi z hlediska mensi toxicity niZ§i koncentrace kolchicinu. Uka-
zalo se, Ze mezi pouzitymi dobami pusobeni, koncentracemi kolchicinu
a citlivosti odriid nejsou rozhodujici rozdily, které by vytvarely pfedpoklady
pro zasadni zlepSeni metody.

Pti diploidizaci ponofenim celych mladych rostlin do roztoku kolchicinu
byla vytéZnost dihaploidi v priméru 69 %. Tyto vysledky jsou srovnatelné
s jinymi metodami, napf. s mikroinjekéni aplikaci (O ckendon, 1986),
kde je uddvana frekvence diploidi okolo 70 %.

Ve shodé s vysledky, které uvetejnili Charne etal. (1988), bylo zjiste-
no pfi cytologické kontrole 12 % spontannich dihaploidii. Potize viak nékdy
pusobily ztraty diploidizovanych rostlin infekci (virdza, padli, hlenka). Tento
jev lze spojovat s oslabenim rostlin vlivem kolchicinu a vysokym infek&énim
tlakem prostiedi, ve kterém byly rostliny péstovany. Vyrazné nizsi ztraty byly
pozorovany u varianty jarovizované in vitro.
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VYVADILOVA, M. - ZELENKOVA, S. - TOMASKOVA, D. - KOSNER, J. (Re-
search Institute for Crop Production, Praha-Ruzyné):

Diploidization and cytological control of Brassica napus L. haploids.
Rostl. Vyr., 39, 1993 (2): 129-137.

The objective of the present paper was to search for an effective method of diploidi-
zation and cytological control at early developmental stages of regenerated plants in
anther and microspores cultures. A reduction of labour consumption and lower tech-
nical requirements for colchicine treatment of haploid plants were the main criterion
of diploidization method of evaluation. In these experiments regenerated plants from
anther cultures of the varieties Darmor, Jet Neuf, Topas, Solida were used, then from
F,hybrids F,157, F,118, F,42, F,179 coming from the Slapy near Tabor Plant Breeding
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Station, from microspore cultures of dihaploid lines of the Darmor variety (D 36, D 10)
and three self-incompatible lines represented another experimental material.

Colchicine solutions at concentrations 0.1 % and 0.05 % and pH value 5.8 were
used for plant treatment. A total of 234 plants was evaluated. After small plantlets at
the stage of three to four true leaves were taken out from agar medium, rinsed with
distilled water and after their rootlets were trimmed, three plantlets were always put
into 100ml flasks with 30 ml of colchicine solution and fixed in such a way that their
growing points were covered with the solution. The conditions of treatment: the treat-
ment lasted 16 or 48 hours, temperature of 23/18 °C, photoperiod 16/8 h with low
illumination.

Regenerated plants ploidy was evaluated from their morphological traits (Figs 3, 4)
and cytologically. The number of chromosomes in plants from in vitro culture and in
rooted regenerated plants was determined in root-tips and in young leaves (3 to 5 mm).
The preparations were stained in Feulgen’s reaction(Feulgen,Rossenbeck,
1926) and with acetoorceine after La Cour (1941). The proportion of dihaploids
obtained in the different treatments was on average 69 % when indirect and cytological
methods were used for evaluation. There were no statistically significant differences
between the genotypes, treatment time and colchicine solution concentrations. The used
colchicine concentrations of 0.1 % and 0.05 % in 16h and 48h treatments were suffi-
ciently effective to induce chromosome doubling. The 0.05% colchicine concentration
was found to be better as a result of its lower toxicity (Tabs I to III).

As the miotic activity in root-tip meristems of in vitro plants was low, young leaves
of regenerated plants grown in a greenhouse were mostly used for the caryological
control. The procedure after La Cour (1941) did not take much time for routine
evaluation of a higher number of plants, hence we preferred to use this procedure.
Feulgen’s staining was applied to root-tips where the acetoorceine staining of chromo-
somes was not clear enough. Regenerated plants showed on average the 12% presence
of spontaneous dihaploids. In addition to haploids (Fig. 1) and dihaploids (Fig. 2)
aneuploid aberrations were scarcely observed in regenerated plants. Chimeric plants
were frequent in all genotypes (Fig. 5).
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MOZNOSTI NEPRIMEHO URCENi UROVNE PLOIDIE
U REGENERANTU BRAMBORU IN VITRO

P. KostFica, J. Domkarova

Vyzkumny ustav brambordrsky, Havlickuv Brod

Z primarnich kalust tfi dihaploidd bramboru byly ziskavany regeneranty za
ucelem mitotického zdvojovani. V souborech regeneranti byla uréovana uroveti
ploidie prostfednictvim poctu chloroplastii ve svéracich butikach priduchi na
rostlinich in vitro. Efektivnost této metody byla srovndvana s toutéZ technikou
pouZitou po vysadbe rostlin ve skleniku a s uréenim rovné ploidie podle habityr/7
rostlin v polnich podminkach. Ziskané vysledky ukazuji na pouZitelnost techni-
ky in vitro k pomérné pfesnému vymezeni kategorie tetraploidnich (zdvojenych)
regeneranti. Problematické ziistava jeji vyuZiti k rozlideni diploidnich, pfipadné
triploidnich regenerantl, pfedeviim pro posun v zjisfovanych poétech chlo-
roplasti smiiem k vy$3im absolutnim hodnotdm. Provéfovana nepfima metoda
ur¢eni ploidie umoZni provadét selekci Zadoucich tetraploidnich regeneranti jiz
v prostfedi in vitro a sniZit tak objem materidlu vysazovaného k dal$im testim
ve sklenikovych podminkach.

Dihaploidy bramboru (Solanum tuberosum L.) pfedstavuji Slechtitelsky
cenné materidly umoziujici pfekondni mezidruhové nekfizitelnosti uvnitf
rodu Solanum, selekci na diploidni urovni ploidie a nasledné odvozeni vycho-
zich genotypt s vysokym podilem homozygotnosti znakl a vlastnosti. Zapo-
jeni dihaploidi do kone&né faze Slechténi vSak predpoklada zdvojeni jejich
genomu na tetraploidni Uroven, kterad je u bramboru z hlediska vitality opti-

Pro rychlé rozliSeni genotypi s rozdilnou urovni ploidie maji velky vy-
znam nepfimé metody jeji detekce. Urleni ploidie na zdkladé habitu rostlin
vychazi z ¢asto pozorovaného subtilnéj$iho ristu diploidnich genotypi, které
se dale vyznaduji uzkymi Cepelemi listki, pfipadné bohat$im vétvenim stonki
(Magoon etal, 1958, Zadina, Kulcova, 1974). Diagnostické
vyuziti morfologie svéracich bunék priduchii je zaloZeno na jejich rozdilné
velikosti u dihaploidnich a zdvojenych tetraploidnich genotypi (Ross et
al., 1967) a zejména pak na empiricky zji$téné zké vazbé mezi urovni ploi-
die a po¢tem chloroplastii v parovych svéracich butikach.

Po shmuti vlastnich poznatki a srovnani vysledkt jinych autorii usuzuji Z a -
dina etal. (1975)a Zadina, Horac¢kova (1977) na diploidni
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uroveii ploidie v pfipadé vyskytu méné nez 15 chloroplastii v parovych své-
racich buiikach priduchi, pro rozmezi 15,1 az 20,0 chloroplasti je definovan
triploid, pfi 20,1 a vice chloroplastech tetrapioid. Pouziti tohoto klasifika¢ni-
ho schématu se postupné stalo rutinni technikou k selekci dihaploida z popu-
laci semenaci po mezidruhové hybridizaci u rodu Solanum (Zadina etal,
1975).

Pro pfedbézné stanoveni ploidie u regenerantii odvozenych v tkaifové
kultufe dihaploidii je vSak dulezZita mozZnost aplikace této metody jiz
v prostiedi in vitro. Kromé orienta¢nich vysledki prikopnické prace
(Schreiter et al, 1989) vSak zatim v tomto sméru podrobnéj$i udaje
chybéji. Cilem pfedloZeného Elanku bylo proto zjistit pfesnost nepfimé meto-
dy detekce ploidie pomoci po¢tu chloroplasti ve svéracich buiikich priiduchii
u rostlin in vitro a posoudit jeji pouZitelnost k selekci tetraploidnich kloni
v souborech regenerantti z primamich kalusi vychozich dihaploidnich geno-
typu.

MATERIAL A METODA

K pokusim byly vybrany tii dihaploidy udrzované v ozdravené podobé
v genobance VUB v Havlitkové Brodé. Dva z téchto genotypi (DH 165
a DH 169) byly primamimi dihaploidy odridy Apta, tfeti (DH 160) byl
interdihaploid se ¢tvrtinovym podilem genomu této odridy. °

Po nafizkovani in vitro byly z rostlin vychozich genotypt odebirany
internodalni a listové explantaty, které byly kultivovany s cilem vyvolat kalo-
genezi a naslednou organogenezi vyhoni z primamich explantatovych kalu-
su. Regenerované vyhony byly evidovany a dale mnoZeny jako samostatné
klony podle postupu, ktery uvadéji Kostiica etal (1993).

Uroveii ploidie kazdého klonu byla zjisfovana nepfimo stanovenim poétu
chloroplastii ve svéracich buiikach priiduchii v listech rostlin in vitro, stejnym
postupem po vysadb€ kloni do skleniku a podle habitu rostlin péstovanych
v polnich podminkach.

Jako kritérium pro rozliSeni klonl s riznou urovni ploidie podle habitu
byla zvolena intenzita zbarveni listii a listovy index. Listovy index byl uréen
jako priméma hodnota pomérii mezi délkou a Sifkou Cepele terminalniho
listki Hermsen, Boer,197];Zadina, Kulcova, 1974
u deseti plné vyvinutych list péti rostlin klonu. Habitus rostlin jednotlivych
klonii byl dale srovndvan s habitem trsu kontrolnich rostlin prislu$ného
vychoziho dihaploidniho genotypu.

K poditani chloroplastii byly z rostlin in vitro a in vivo odebirany segmenty
z ¢epele nejmladSich plné vyvinutych listi, které byly barveny barvici smési -
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obsahujici 1% roztok jédu v 1% roztoku jodidu draselného (F r & e k , 1988).
Po probarveni struktur byly politany chloroplasty u 20 nahodile vybranych
part svéracich bunék priduchti ve spodni epidermis listu daného klonu a byl
vypocdten jejich aritmeticky primér. Pro zafazeni klonu do skupiny s pfi-
slu$nou urovni ploidie podle po¢tu chloroplasti bylo pouZito citované klasi-
fikatni schéma(Zadina, Horaékova, 1977).

Na zdklad€ uvedenych metod byly soubory regenerantli rozdéleny do sku-
pin s diploidni, triploidni a tetraploidni rovni ploidie a byl srovnan rozsah
téchto skupin sestavenych postupem in vitro s technikami in vivo.

VYSLEDKY

Zékladni rozdéleni klonl regenerovanych ze tfi vychozich dihaploidi do
skupin podle trovné ploidie stanovené na zdkladé habitu rostlin, poétu chlo-
roplasti ve svéracich buiikach priduchii u rostlin in vivo a u rostlin in vitro
zachycuje tab. I. !

Soubory rostlin dihaploidnich a zdvojenych tetraploidnich klond odvoze-
nych od DH 160 a DH 169 byly ve svém habitu dosti uniformni a navzajem
od sebe zietelné rozliitelné. Morfologicky popis téchto kloni uvadéji
Kostfica et al (1993). V souborech nezdvojenych regenerantii ¢inila
priméma hodnota listového indexu 2,51 (DH 160) a 2,76 (DH 169). U syté
zelenych listi zdvojenych klont dosahoval listovy index primémé hodnoty
jen 1,87 (DH 160) a 2,06 (DH 169). Nepotetna skupina triploidnich kloni
zahmovala prechodné typy se svétle zelenymi 3irsimi listky.

I. Rozdéleni regenerantii podle tirovné ploidie stanovené ttemi nepfimymi metodami - Distribution
of regenerants according to the ploidy level settled by three indirect methods

i i Pocet chloroplasti’
z:‘g:lzs:lcol:ziel Habits sl in vivo : in vitro
Zi?t;:iz Z%::;?mﬁ 2x  3x 4 2x 3x 4 2x  3x &
DH 160 48 24 2 22 21 9 18 14 12 22
DH 165 161 67 46 48 24 38 99
DH 169 278 109 18 151 31 100 147 36 67 175

Idiagnostic method of ploidy, Zinitial genotype, 3total number of regerants, 4plant habit, >chlo-
roplast count
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U DH 165 nebyla troveii ploidie podle habitu trsu stanovena pro subvitalni
charakter riistu rostlin diploidnich i tetraploidnich klonti a vysokou variabilitu
v hodnotéch listového indexu u mladSich a starSich listi téZe rostliny.

Vztah mezi urovni ploidie stanovenou na zikladé habitu trsu a podle poctu
chloroplastii in vitro zachycuje tab. I a II. V souborech regenerantii z obou
hodnocenych vychozich genotypli je nipadna shoda mezi obéma metodami
pro detekci tetraploidnich klonii (DH 160: 95,5 %, DH 169: 98,0 %). U kloni
podle habitu dihaploidnich v§ak bylo zaznamenano rozloZeni klonii do viech
ti kategorii ploidie pfi posuzovani ploidie z hlediska po¢tu chloroplasti in
vitro. Shody obou metod pfi stanovovani dihaploidnich klonii bylo dosaZeno
pouze z 54,1 % (DH 160) a 33,0 % (DH 169).

Obdobny trend lze zaznamenat pfi srovnavani ploidie regenerovanych
klonli metodou stanoveni pocétu chloroplastii na rostlinich v prostfedi in vivo
a in vitro (tab. I, III). Zatimco u skupiny tetraploidii bylo metodou in virro
uréeno shodné 88,8 % (DH 160), 97,9 % (DH 165) a 98,0 % (DH 169)
klonii, nachazeji se dihaploidy urdené in vivo téméf rovnomémeé rozloZeny ve
skupinach dihaploidi a triploidi stanovenych in vitro. Shodna diagnéza di-
haploidi byla konstatovana pouze u 52,4 % (DH 160), 34,3 % (DH 165)
a 38,7 % (DH 169) klon.

II. Stanoveni trovné ploidie u regeneranti na zakladé habitu rostlin a po¢tu choroplastii in vitro
- Determination of the ploidy level in regenerants on the basis of plant habit and chloroplast count
in vitro

Vychozi Ploidie Listowd Pocet P Plodie - chlomplasty6 in vitro
genotyp' | dle habitu® | index regenerantu 2 3x 4x
(= 100 %) poéet7 (%) pocet (%) pocet (%)

2x 2,51 24 13 542) | 10 4, | 1 (@41
DH 160 3x 2 1 (50,0) 1 (50,0) -

4x 1,87 22 - 1 (45) | 21 (955)
Regenerantii celkem® 48 14 12 22

2x 2,76 109 36 (33,0) | 50 (459) | 23 (21,1)
DH 169 3x 18 - 14 (778) | 4 (222

4x 2,06 151 - 3 (2,0) | 148 (98,0)
Regeneranti celkem 278 36 67 175

linitial genotype, 2total number of regenerants, 3ploidy after habit, *leaf index, *number of rege-
nerants, 6p|oidy - chloroplasts, Tcount (number)
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Ur&ité vysvétleni pfidiny téchto vztahdi vyplyva z obr. 1. Ve tfech soubo-
rech regenerovanych kloni rozdélenych podle konkrétnich hodnot po¢tu chlo-
roplastli zjifovanych in vivo a in vitro 1ze vysledovat tyto skute&nosti:

Pfi hodnoceni in vivo je rozptyl primémych hodnot v poétech chloroplastii
charakterizujicich uritou uroveii ploidie celkové niZsi neZ pfi stanoveni in
vitro. To umoziluje odlidit in vivo jednotlivé urovné ploidie zfetelnéji nez
v prostfedi in vitro. _ ,

Pfi hodnoceni in vivo kopiruji klony odvozené z DH 165 a DH 160 po-
mémé presné Zadinovo konventni klasifikatni schéma. U kloni regenerova-
nych z DH 169 je viak patrny posun v primémych poétech chloroplasti
k vy$§im absolutnim hodnotam, které u dihaploidnich kloni &asto zjevné
prekracuji hranici 15 chloroplasti.

Poéty chloroplasti nalézané ve svéracich buiikach priduchi in vitro dosa-
huji pro jednotlivé urovné ploidie zpravidla vysSich absolutnich hodnot ve
srovnani s hodnocenim in vivo, a to zvlasté u klonii odvozenych z DH 165
a DH 169. Tato skute¢nost pak ma za nasledek fazeni uritého poctu di-

III. Stanoveni urovné ploidie u regenerantii na zikladé poctu choroplasti in vivo a in vitro -
Determination of the ploidy level in regenerants on the basis of chloroplast count in vivo and in
vitro

Vychozi | . Ploidie | Potet Plodie - chloroplasty® in vitro
genotyp! chl(.ymp.lasty regeneranti 2% Ix 4x
invive | (=100%) | pozet’ (%) podet (%) polet (%)

2 21 11 (524) 9 (429) 1 @7
DH 160 x 9 2 (222) 2 (222) 5 (556)

4x 18 1 (56 1 (56) | 16 (888)
Regenerantii celkem® 48 14 12 22

2 67 23 (343) | 32 @18) | 12 (179
DH 165 x 46 1 @) 5 (109 | 40 (87,0)

4x 48 : 1 @D | 47 919
Regenerantti celkem 161 24 38 99

2 3] 12 387 | 11 (355) 8 (25.8)
DH 169 x 100 23 (230) | 54 (540) | 23 (23,0)

4x 147 1 07 2 (1,3) | 144 (98,0
Regenerantli celkem 278 36 67 175

For? * 7 see Tab. II, 3ploidy - chloroplasts
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1. Frekvence regeneranti ve vztahu
k zjidfovanému poétu chloroplastii ve
svéracich buiikdch priduchi - Fre-
quency of regenerants in relation to the
estimating count of chloroplasts in guard
cells of stomata

Vysvétlivky - Explanations:

plna &ara: stanoveni v podminkach in
vivo - full line: determination in in vivo
conditions

pferufovana &ara: stanoveni v pod-
minkach in vitro - broken line: determi-
nation in in vitro conditions

svislice: konvenéni hranice urovné ploi-
die - vertical line: conventional limits of
ploidy level

‘0sa x: podet chloroplastii - x axis: chlo-

roplast counts
osa y: pocet regenerantl - y axis: regene-
rant counts

haploidnich regeneranti do intervalu vyhrazeného klasifikatnim schématem
pro triploidy, pfipadné pfimiseni ur¢itého procenta triploidii mezi tetraploidni

klony.

DISKUSE

Oddéleni dihaploidnich a tetraploidnich genotypti podle habitu rostlin je
u rodu Solanum rychlou a pomémé spolehlivou metodou (Zadina etal,
1975). Pfi hodnoceni habitu je za nejprikazné;si kvantitativni kritérium pova-
Zovan listovy index. Listovy index a intenzita zeleného zbarveni listu byly
zakladnimi ukazateli jiz pfi klasickém urovani zdvojenych rostlin po ptiso-
beni kolchicinu na semena planych druhii rodu Solanum (Magoon etal.,
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1958). Také prfi srovnavani listového indexu deseti odrid a z nich odvozenych
dihaploidi ¢inila rozdilnost hodnot listového indexu 4,0 az 34,1 % a rozdily
mezi listovym indexem odriidy Apta a jejimi 3esti dihaploidy byly vzdy vy-
soce statisticky prikazné (Zadina, Kulcova, 1974).

RovnéZ v naSich pokusech umoziioval habitus rostliny zfetelné rozlifeni
dihaploidi od zdvojenych tetraploidnich klonti. Spravnost tohoto rozdéleni
byla u 40 namétkou vybranych klonii DH 169 potvrzena i cytologickym sta-
novenim poétu chromozémi v kofenovych $pickach. Problematické vak
zistava pouZiti listového indexu pro klasifikaci klonid u genotypu se subvi-
talnim riistem a pro jednoznatné uréeni triploidi (Subova, Micha-
lidesova, 1990).

Metoda stanoveni ploidie podle poctu chloroplastii ve svéracich buiikich
priduchii je nejspolehlivéjsi pro vy€lenéni tetraploidnich genotypii v po-
tomstvech semenacii s riznou urovni ploidie (Zadina, Horac¢kova,
1977; Subova, Michalidesova, 1990). Konvenci vymezena
dolni hranice 20 chloroplasti je zde stanovena pomémé presné a pouze
nezvykle vysoky pocet chloroplastii (nad 35 ve svéracich butikach priduchu)
miZe signalizovat vyskyt raritnich genotypi s hexa- aZ oktoploidni Grovni
ploidie(Frandsen, 1967;Sree-Ramulu etal, 1983; Kostfi-
ca, 1991).

Pro uréeni dihaploidnich genotypi je vSak tato metoda jiZ méné spolehliva.
Werner (1970) nachazel ve svéracich buiikach diploida devét az 19 chlo-
roplasti, Subova, Michalidesova (1990) popisuji 16 cytolo-
gicky provéfenych dihaploidnich genotypi, z nichZ u 12 byla stanovena
priméma hodnota nad 15 chloroplastii. Podobnych vysledkii dosahli rovnéz
Zadina, Kulcova (1970)aZadina etal (1975) pro nékteré
plané diploidni druhy rodu Solanum i dihaploidy odriidy Apta.

Na zakladé uvedenych poznatkt lze v téchto pfipadech predpokladat bud
vyskyt cytochimér majicich vrstvu L3 diploidni a triploidni vrstvu L1, nebo
je horni hranice 15 chloroplastli pro vymezeni kategorie diploidi nizka. Nelze
rovnéZ vyloudit uréitou souvislost mezi poétem chloroplastii ve svéracich
burikach a vitalitou dihaploida. Pro tuto eventualitu svéd¢i naSe vysledky pii
srovnani poctu chloroplastii u regenerantii subvitdlniho dihaploida DH 165
a vitdlniho DH 169 (obr. 1). Také Zadina et al. (1975) pozorovali v né-
kolika pfipadech primérné pocty chloroplast vy$si nez 15 u cytologicky de-
finovanych vitalnich dihaploidnich genotypi zafazovanych podle habitu do
kategorie dihaploid - triploid.

Pfesnost nepfimé metody zaloZené na stanoveni poCtu chloroplasti
v prostiedi in vitro ponékud komplikuje kolisajici velikost fyziologicky
nezcela funk¢nich priduchi, coz ma za nasledek i vétsi rozptyl hodnot
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v poétech chloroplasti zjisfovany v ramci téhoZ klonu. Nami in vitro pozoro-
vané vyS$Si absolutni hodnoty v poétech chloroplastii v ramci jednotlivych
skupin ploidie potvrdilirovnéZ Schreiter etal (1989), ktefi doporucuji
vyuzit uvedenou techniku predevsim k predselekci klonti zdvojenych in vitro.
Toto doporudeni potvrzuji i naSe vysledky, nebof skupina tetraploidi urce-
nych in vitro obsahovala pies svou urCitou riznorodost vzdy téméf vSechny
tetraploidy, stanovené obéma nepfimymi technikami in vivo. Metoda in vitro
bude proto zfejmé pouzitelnd s dostate€nou presnosti v prvé fadé k vylouceni
vétSiny netetraploidnich regenerantli, coZz umozni sniZit objem dale vedeného
materidlu o nezadouci genotypy a zefektivnit tak navazujici §lechtitelskou
Praci.
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KOSTRICA, P. - DOMKAROVA, J. (Potato Research Institute, Havli¢kiv Brod):
Possibilities of indirect determination of the ploidy in potato regenerants in vitro.
Rostl. Vyr., 39, 1993 (2): 139-148.

Dihaploids of potato (Solanum tuberosum L.) represent breeding-valuable materials
enabling coping with inter-species uncrossability inside the genus Solanum, selection
on diploid level of ploidy and subsequent derivation of initial genotypes with a high
proportion of homozygosis of traits and properties. Engagement of dihaploids to the
final stage of breeding, however, presupposes duplication of their genomes to tetraploid
level which is very optimum in potatoes in view of viability.

Indirect methods of detection of ploidy are of high importance for fast differentiation
of genotypes with different level of ploidy. A possibility to apply such a method in
vitro is valuable for preliminary determination of ploidy in regenerants derived in tissue
culture of dihaploids. Except results of orientation of the pioneerwork (Schreiter
et al.,, 1989), there is a lack of detailed data in this aspect till now. The present article
is aimed at finding the accuracy of indirect methods of ploidy detection by the number
of chloroplasts contained in guard cells of stomata in plants in vifro and at estimating
its usability for selection of duplicated tetraploid clones in sets of regenerants from
primary calluses of initial dihaploid genotypes.

Three dihaploids kept in recovered form in the genebank of the Potato Research
Institute at Havli¢kiv Brod were selected for trials. From explanted calluses of leaf
and stalk origins offshoots, which were recorded and propagated as independent clones
according to the procedure as referredby K o s tf i c a etal. (1993), were regenerated.

The level of ploidy of each clone was finding indirectly by determining the chlo-
roplasts in guard cells of stomata in plant leaves in vitro. The same procedure was
applied after planting of clones into a glasshouse and according to the habit of plants
cultivated in field conditions (leaf index). To count chloroplasts from plants in vivo
and in vitro were taken segments of the blades of the youngest fully developed leaves
coloured with colouring mixture containing 1% iodine solution in 1% potassium iodide
solution (Fr & e k, 1988). To include a clone into the group with particular level of
ploidy according to the number of chloroplasts a classification scheme as quoted in
the introduction was used (Zadina, Horada¢kova, 1977).

Sets of regenerants were classified into groups with diploid, triploid and tetraploid
levels of ploidy on the basis of above-mentioned methods and the ranges of these
groups classified by in vitro method were compared with those using in vivo method.
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Tabs I and II show the relations between ploidy level determined on the basis of
the habit and after the number of chloroplasts in vitro. Sets of regenerants of both
assessed initial genotypes are marked for conspicuous congruency between both meth-
ods for detection of tetraploid clones (DH 160: 95.5 %; DH 169: 98.0 %). In dihaploid
clones after their habit, the classification into all three ploidy categories was recorded
in evaluating the ploidy in view of the number of chloroplasts in vitro. Congruency of
both methods in determining dihaploid clones was achieved solely for 54.1 %
(DH 160) and 33.0 % (DH 169).

A similar tendency can be observed in comparing the plondy of regenerated clones
with the method of determining the number of chloroplasts in vivo and in vitro (Tabs
I, III). While in the group of tetraploids by the in vitro method, congruently 88.8 %
(DH 160), 97.9 % (DH 165) and 98.0 % (DH 169) of clones were determined, di-
haploids determined in vivo are almost identically distributed in the groups dihaploids
and triploids set in vifro. Identical diagnosis of dihaploids was settled only in 52.4 %
(DH 160), 34.3 % (DH 165) and 38.7 % (DH 169) of clones.

Some explanation of the reason of these relations follows from Fig. 1. Chloroplast
counts found in guard cells of stomata in vitro for different levels of ploidy achieve
usually higher absolute values in comparison with determination in vivo, in particular
in clones derived from DH 165 and DH 169. This fact can result in classification of
some count of dihaploid regenerants with an interval reserved for triploids by classi-
fication scheme, eventually mixing of some percentage of triploids with tetraploid
clones. It can be said on the basis of this knowledge that upper limit of 15 chloroplasts
is too low for limiting the category of dihaploids in vitro.

Presented indirect method of ploidy detection in vitro is therefore usable (with
sufficient accuracy) to eliminate most non-tetraploid regenerants, thus enabling the
reduction of the volume of further recorded material by undesired genotypes and to
make more efficient the breeding work linked up with it.

Kontakin( adresa:

RNDr. Petr Ko stfica, CSc., Vyzkumny tistav bramborifsky, 580 03 Havli¢kiiv Brod
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IMUNOCHEMICKE STANOVEN{ DELTA-ENDOTOXINU
BACILLUS THURINGIENSIS

D. Cikanek, M. Luhovy, M. Navritil

Vyzkumny a $lechtitelsky ustav zelind¥sky, Olomouc

V préci byly porovndny metody imunochemického stanoveni delta-endotoxinu
Bacillus thuringiensis, ktery je zndmy svymi insekticidnimi u¢inky pfedevsim
na zastupce rodu Lepidoptera. Pomoci pfipravenych kréliCich protilatek proti
delta-endotoxinu B. thuringiensis je moZno ELISA testem detekovat aZ 1 ng
toxinu v 1 ml roztoku. ELISA testem s enzymovou amplifikaci se da detekovat
mén& neZ 0,1 ng.ml". Dot-blot technikou na nitrocelulézové membran& bylo
pfi kontaktnim zptsobu barveni dosaZeno citlivosti 50 ng.ml”’ a po tipravé
vzorku spocivajici v extrakci chlorofylu z rostlinného pletiva acetonem
a nasledném pfimém barveni membrany citlivosti 2 ng.ml"'. Ov&fované techni-
ky se prokazaly jako dostate¢né citlivé pro detekci delta-endotoxinu v pletivu
rostlin transformovanych genem pro delta-endotoxin.

Insekticidni u¢inky delta-endotoxinu, produkovaného baktériemi B. thu-
ringiensis, na hmyzi Skudce jsou vice nez 20 let vyuzivany v zemédélstvi pro
vyrobu biopesticidi (napf. Dipel, Biobit, Bathurin). Rozvoj metod moleku-
lami biologie umoznil izolovat bakteridlni gen pro delta-endotoxin a vnést ho
do rostlinného genomu s cilem dosdhnout produkce toxinu v rostlinnych ple-
tivech a vyvolat tak rezistenci vi¢i hmyzim $kidcim (Barton et al,,
1987, Vaeck etal, 1987, Cheng etal., 1992).

Pfitomnost ciziho genu a jeho aktivni pfepis v pokusnych rostlinach lze
sledovat na irovni DNA, RNA nebo proteinu. Imunochemické metody detek-
ce umoziiuji stanovit koncentraci delta-endotoxinu B. thuringiensis
v rostlinnych pletivech a provést pfedbéZny screening velkého poctu po-
tencidlné transgennich rostlin. Jeho zafazeni pfed biologicky test, ktery je
zdlouhavy a naroény na mnozZstvi rostlinného materialu, sniZuje pocty biolo-
gicky testovanych jedinci a usnadiiuje vybér transformovanych rostlin produ-
kujicich delta-endotoxin.

V tomto sdéleni je popsano vyuziti technik dot-blot a ELISA testu s vyso-
kou citlivosti pro stanoveni delta-endotoxinu.
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MATERIAL A METODA

Jako antigen byl pouZit delta-endotoxin (smés protoxini CrylA(a),
CrylA(b) a CrylA(c)), izolovany z B. thuringiensis ssp. kurstaki kmen HD1.
Purifikovany delta-endotoxin izolovany podle metody, kterou uvefejnili
Yan,McCarthy (1991), poskytl Dr. M. Geiser (Ciba-Geigy, Svy-
carsko).

Antiséra byla pfipravena-imunizaci kralika Sesti podkoznimi injekcemi ve
dvoutydennich intervalech. Prvni imunizace byla provedena s kompletnim
Freundovym adjuvans, zbyvajici imunizace s nekompletnim Freundovym
adjuvans. Ddvka antigenu na jednu imunizaci kralika byla 1 mg delta-endoto-
xinu. Krev byla odebrana 7 dni po posledni imunizaci. Imunoglobuliny byly
izolovany na DEAE Affi-Gel Blue (Bio-Rad). Konjugace protilatek s alkalic-
kou fosfatdzou byla provedena jednostupiiovou glutaraldehydovou metodou
Maat, 1980).

Imunoenzymatické stanoveni delta—endotoxmu bylo provadéno ELISA
testem podle Clarka, Adamse (1977). Reakce probihaly na mikro-
titraénich desti¢kach Biogen (UMG CSAYV Praha) ve 100 pl reakénich obje-
mech. Reakce byla zastavena po 1 h inkubace pﬁ pokojové teploté 50 pl
3 mol.I'! roztoku KOH Jako standard byl pouZivan roztok delta-endotoxinu
v pufru CB (0,1 mol.I'! Na,CO3/NaHCO;, pH = 9,6). Redéni delta-endotoxi-
nu pro stanoveni kalibra¢nich kiivek a CltllVOStl bylo provédéno v ELISA
konjugacnim pufru v rozmezi od 1 pg. ml™! do 0,02 ng. ml™. Zaroveii byla
kontrolovana nespecificka reakce s dvakrat fedénou §favou rostlin Nicotiana
tabacum L. cv. Samsun, Brassica oleracea L. cv. Zora a Brassica na Ipus L.
cv. Westar PBS pufrem (10 mmol. 1 Na,HPO,/KH;POy4, 140 mmol.I"" NaCl,
pH = 7,4). Vzhledem k tomu, Ze nebyly k dispozici transgenni rostliny pro-
dukujici delta-endotoxin, byly nahraZeny rostlinnymi vzorky s pfidavkem pu-
rifikovaného delta-endotoxinu v celém rozsahu sledovanych koncentraci
kalibragni kfivky. Delta-endotoxin byl pfidavan k listovému pletivu pfed ho-
mogenizaci s ELISA extrakénim pufrem (1 : 2) v tfecich miskach. Pfipravené
vzorky byly odstfed&ny (10 min, 10 000 g). ‘

Pro amplifika¢ni koncovku ELISA testu (ELISA + EA) byl pouZivan enzy-
movy systém alkohol dehydrogenaza - lipoamid dehydrogenaza, pracujici
v prostiedi NADP (beta-nikotinamid-adenin dinukleotid fosfat) a INT (p-iodo-
nitrotetrazolium violet) Heuvel,Peters, 1989). Vysledny objem
reak¢ni smési byl 165 pl a reakce byla zastavena po 15 min inkubace pii po-
kojové teploté 30 pl 3 mol. P H,S0,.

Nosiem pro dot-blot (T i j s s e n, 1985) byla nitroceluléza (Serva). Cisty
delta-endotoxin byl rozpustén v CB pufru s pfidavkem hovéziho sérového
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albummu (BSA) 0,1 mg. ml! . Roztoky v koncentragnim rozsahu 1 mg. ml! az
1 ng. ml’! byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku delta-endotoxinu uhli-
¢itanovym CB pufrem s BSA.

Vzorky z listh fepky (B. napus L. cv. Westar) a tabaku (N. tabacum L. cv.
Samsun) byly pfipraveny dvéma zptsoby. V obou pfipadech byla produkce
delta-endotoxinu nahrazena pfidavkem delta-endotoxinu k rostlinnému pleti-
vu pfed zpracovanim vzorki. Pro kontaktni vybarvovani dot-bloti byly listy
rozetfeny v tfeci misce s dvojndsobnym mnozstvim CB pufru. Homogenat byl
po 10 min tfepani odstfedén (15 min, 10 000 g). Vzorky se pfipravovaly pii
4 °C. Supernatanty byly naneseny v mnozstvi 1 pl na nitrocelulézovou
membranu a vysuSeny pfi pokojové teploté. Membrana byla vysycena v PBS
pufru s pfidavkem 1% odtu¢néného suSeného mléka. Blokovaci roztok byl po
1 h tfepani vyménén za roztok konjugatu fedéného 1000krat v blokovacim
roztoku. Po 1 h tfepani byla membrana promyta tfikrat po 5 min v 0,05%
roztoku Tweenu 20. Poté byla ponechana 5 min v 0,1 mol. I'! Tris/HC1 pufru
pH = 9,6 a pokryta nitrocelul6zovou membranou obsahujici substratovy pufr
s NBT (4-nitro blue tetrazolium chlorid) a X-P (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
fosfat, dvojsodna sil) pfipraveny podle katalogu firmy Boehringer
(1991). Vybarveni bylo hodnoceno po 1 h inkubace pfi 37 °C. Reakce byla
zastavena roztokem 10 mmol.I"! EDTA (kyselina ethylendiamin tetraoctova,
dvojsodna sul).

Pro pfimé barveni dot-blotli byly vzorky zmraZeny, rozetfeny v acetonu pfi
-20 °C v poméru 1 : 10, 10 min tfepany a odstfedény (15 min, 10 000 g).
Extrakce sedimentu acetonem se jesté dvakrat opakovala. Zbytky acetonu
byly ze vzorku vakuové odpafeny. Vzorky byly extrahovany pufrem CB
a dale zpracovany vySe uvedenym postupem. Dot-bloty byly barveny pfimo
a vizualné hodnoceny po 1 a 6 h inkubace.

Jako kontrola byly zafazeny rostlinné vzorky bez pfidavku delta-endoto-
xinu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Koncentrace delta-endotoxinu v transgennich rostlinach se pohybuje
v rozmezi 0,02 az 0,0001 % celkovych rozpustnych proteini (Vaeck et
al., 1987), resp. 0,5 az 0,001 % celkovych rozpustnych proteini (Fuchs et
al., 1990). Pfi nasem extrakémm postupu (1 dil listového pletiva : 2 dnly
pufru) to odpovida 25 ug. ml! az 5 ng. ml'!. Price byla soustfedéna na vyvoj
ununochemlcké detek¢ni techniky umozZiiujici spolehlivé stanovit méné nez
50 ng. mI'! delta-endotoxinu.
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Delta-endotoxin se projevil jako dobry imunogen. Pfipravené protilatky
" byly hodnoceny pro pouZiti v ELISA testu. Pro aktivaci ELISA destidek byla
optimalni koncentrace 1 aZ 2 pg imunoglobulinu (IgG) v 1 ml ELISA pota-
hovaciho pufru. Pfipraveny konjugat bylo mozno pouzit v fedéni 125 az
1000krat, kdy pozadi reakce nepfevySovalo po 1 h barveni hodnotu
absorbance 0,05 a detekéni limit delta-endotoxinu byl niZsi nez 50 ng.ml™.

ELISA testem bylo moZné detekovat Cisty delta—endotoxm fedény v ELISA
extrakénim pufru do koncentrace 1 ng. ml ! pﬁ fedéni konjugatu 125krat
a koncentraci vazebnych ?rotllatek 1 pg. ml™!. PHi fedéni konjugatu 500krat
byl detekeni limit 5 ng.mI"". Redéni delta-endotoxinu ve $t4vé& z rostlin tabaku
i fepky ovhvmlo detekéni lmut maximalné o jeden krok ziedovaci fady, tj. na
2 ng.ml , resp. na 10 ng. mlI'l. Fuchs etal. (1990) uvadéji citlivost ELISA
testu pﬁbhmé 5 ng toxinu/mg rostlinné bilkoviny. V a e c k et al. (1987)
dosdhli ELISA testem citlivosti 0,1 aZ 1 ng delta-endotoxinu v 1 ml vzorku.
Pouzili pfitom smés ¢tyf monoklondlnich protilatek, specifickych k oblasti
mezi 29. az 222. aminokyselinou z N-konce proteinu.

SniZeni deteké&niho limitu stanoveni pod 0,1 ng.ml'1 bylo dosazeno ampli-
fikani enzymovou reakci ELISA testu, jak je dobie patmé z obr. 1.

Vysledky enzymoimunoanalytickych stanoveni prokazaly vysokou speci-
ficnost piipravenych protilitek vii¢i delta-endotoxinu, bez kfiZové reakce se
$tavou N. tabacum L. cv. Samsun, B. oleracea L. cv. Zora a B. napus L. cv.
Westar.

Metodou dot-blot bylo mozné stanovit purifikovany delta-endotoxin do
koncentrace 2 ng. ml". P¥i pouZiti rostlinnych vzorki s obsahem chlorofylu
zabarveni pozadi znemoziiovalo hodnoceni vysledki v rozsahu potfebnych
koncentraci 0,5 az 0,001 % rozpustnych proteinti. Kontaktni technika barveni
zcela vyloutila negativni vliv chlorofylu ve vzorcnch a umoznila tak deteko-
vat delta-endotoxin do koncentrace 50 ng. ml’! (. 0,001 % rozpustnych pro-
teinll). ProdluZovani inkubace nad 1 h v3ak jiZ nezvysilo citlivost reakce.
Zvyseni citlivosti reakce bylo dosazeno opakovanou acetonovou extrakci
chlorofylu ze vzorki pfi -20 °C. Po 1 h barveni byla citlivost reakce srovna-
telna s kontaktni technikou. Barvotvorna reakce se viak dala prodlouZit aZ na
6 h, pfitemz se dosahlo citlivosti 2 ng. ml! (0,00004 % rozpustnych pro-
teind).

Dal3i zvy3eni citlivosti dot-blot techniky umoziiuje vakuové dot-blot zafi-
zeni (Bio-Rad), kde 1ze na jedno stanoveni pouzit aZz 500 pl vzorku misto 1 pl
v nasem uspofadani.

Citlivost kvantitativniho stanoveni delta-endotoxinu B. thuringiensis ve
§tavé N. tabacum dosaZené riznymi imunochemickymi metodami v&etn& po-
rovnani s citlivosti biologického testu jsou pfehledné uspofadany v tab. I.
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1. Stanoveni delta-endotoxinu ELISA testem; zdvislost absorbance na koncentraci Cistého delta-
endotoxinu fedéného ve $favé z rostlin N. tabacum (hodnota absorbance 3tivy N. tabacum pro
ELISA + EA: x = 0,070, sx = 0,012; pro ELISA: x = 0,024, sx = 0,010; hodnoty absorbance byly
méfeny proti blanku - extrak&ni pufr) - ELISA determination of delta-endotoxin; dependence of
absorbance on concentration of pure delta-endotoxin diluted in tobacco plant sap (absorbance value
of N. tabacum sap for ELISA + EA: x = 0,070, sx = 0,012; for ELISA: x = 0,024, sx = 0,010;
absorbance values assessed against blank - extraction buffer)

x: prumér - mean

sx: smérodatna odchylka - standard deviation

Vzhledem ke koncentraci delta-endotoxinu v transgennich rostlinach (0,5
az 0,0001 % rozpustnych proteinti) jsou vSechny testované metody po-
tencidlné vhodné pro vybér aktivné pfepisujicich transgennich rostlin.

I pfesto, Ze nebylo mozné uvedené metody ovéfit na transgennich rostli-
nach, 1ze predpokladat Ze pripravené polyklonalni protilatky budou zachyco-
vat také modifikované biologicky aktivni molekuly delta-endotoxinu
produkované transgennimi rostlinami.

Z praktického hlediska je pro primarni screening transformovanych rostlin
vhodnéj3si dot-blot technika, protoZe pro stanoveni je tfeba jen cca 20 mg
rostlinného pletiva, coZ je snaze dosaZitelné nez odbér 100 mg nutny pro
ELISA test. Nevyhodou je ovSem vy$S§i pracnost a cena dot-blot testu.
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1. Citlivost kvantitativniho stanoveni delta-endotoxinu dosaZend miznymi postupy - Sensitivity of
delta-endotoxin quantitative determination carried out by different methods

Metoda Detekéni limit” [ng.ml™']
ELISA 1-5
ELISA + EA® <0,
Dot-blot:
kontaktni barveni® 50
pfimé barveni® (1 h) 50
pfimé barveni® (6 h) 2
Biologicky test®:
Manduca sexta(V a e c k etal., 1987) 100
Manduca sexta(Fuch st etal., 1990) < 1 ng toxinu na mg rostlinné bilkoviny7

!method, *detection limit, 3enzyme amplification, 4sandwich (contact) staining, Sdirect staining,
6't)iological test, Ttoxin per mg of plant protein
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Immunochemical determination of Bacillus thuringiensis delta-endotoxin.
Rostl. Vyr., 39, 1993 (2): 149-156.

Immunochemical methods enable to determine Bacillus thuringiensis delta-endo-
toxin concentration and to carry out a pre-screening of great numbers of potentially
transgenic plants. Its position before the biological test decreases the numbers of
biologically tested specimens and facilitates the selection of delta-endotoxin producing
transformed plants.

The present paper gives the results of immunochemical determination of delta-en-
dotoxin in a pure form and in the leaf tissue of Nicotiana tabacum and Brassica sp.

For antisera preparation rabbits were immunized by delta-endotoxin (a mixture of
protoxins CryIA[a], CryIA[b], CryIA[c]) provided by Dr. M. Geiser (Ciba-Geigy AG,
Switzerland), isolated from Bacillus thuringiensis ssp. kurstaki, strain HD1.

Delta-endotoxin was assessed by means of ELISA, ELISA with enzyme reaction
amplification and a dot-blot method.

ELISA test (Clark , Adams, 1977) potentiated to detect pure delta-endo-
toxin diluted in ELISA-extraction buffer up to the concentration of 1 ng.ml’, i.e.
0.00002% soluble proteins at 125-fold conjugate dilution and binding antibodies con-
centration 1 pg.ml’. At 500-fold conjugate dilution the detection limit was 5 ng.ml".
Dilution of delta-endotoxin in tobacco and rape plant sap shifted the detection limit at
the most by one step of the dilution range, i.e. up to 2 ng.ml" and 10 ng.ml”, resp.
Further increase in sensitivity of the reaction (bellow 0.1 ng.ml; Fig. 1) was achieved
by ELISA test with enzyme reaction amplification (Heuvel, Peters, 1989).

The dot-blot method (Tijssen, 1985) enabled to detect pure delta-endotoxin
diluted in carbonate buffer CB (0.1 mol.I', pH = 9.6) up to the concentration of
2 ng.ml’, i.e. 0.00004% soluble proteins. The presence of delta-endotoxin in tobacco
and rape plant tissues was simulated by the addition of pure delta-endotoxin before
sample preparation. Plant samples were extracted by means of carbonate buffer CB
supplemented with BSA (0.1 mg.ml™).

Sample discolouration with chlorophyll and its bond to nitrocellulose hampered to
determine delta-endotoxin by means of dot-blot. This obstacle can be overcome by
modification of the colour-generating enzyme reaction procedure. The second nitro-
cellulose membrane soaked with colouring solution is firmly fixed to the original
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dot-blot one. The generating dye gives rise to a colour reprint (copy) of the initial
dot-blot membrane but without the colour chlorophyll background. The sensitivity of
this contact method is equal to 50 ng delta-endotoxin per 1 ml sample, i.e. 0.001%
soluble proteins.

For direct colouring the nitrocellulose membrane it is inevitable to remove chloro-
phyll by means of acetone at -20 °C before carbonate buffer CB extraction which will
enable to detect reliably up to 2 ng delta-endotoxin per 1 ml sample, i.e. 0.00004%
soluble proteins (tab. I).

Delta-endotoxin concentration in transgenic plants is ranging between 0.02 and
0.0001% soluble proteins (Vaeck et al,, 1987), and between 0.5 and 0.001 %
soluble proteins (Fu c h s et al., 1990), resp. In view of the delta-endotoxin detection
limits in plant tissues all the methods under study were found feasible for screening
large numbers of potentially transgenic plants preceding more sophisticated biological

. procedures.

Kontakin( adresa:

Ing. Daniel Cikdnek, CSc., Vyzkumny a $lechtitelsky ustav zelindisky, 772 36 Olomouc
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SYMBIOTIC TRAITS, GROWTH, AND CLASSIFICATION OF PEA
NODULATION MUTANTS"

K. Novék, V. Skrdleta, M. Némcov4, L. Lisa

Laboratory of Biological Nitrogen Fixation, Institute of Microbiology,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Praha

Forty-five pea (Pisum sativum L.) symbiotic mutants derived from cv. Finale
were characterized using ten symbiotic and growth traits. Twenty-seven nodu-
le-forming mutants were subdivided into fifteen clusters, using seven traits:
nodule number, nodule dry mass, total nitrogenase activity, top dry mass, no-
dulation index, single nodule dry mass, and nitrogen content in shoots. Condi-
tional expression of nodulation and fixation traits was observed in some lines.
Four mutants, which were originally described as Nod', were able to nodulate
and fix dinitrogen under the given experimental conditions, and two other
mutants, non-fixing according to the original description, were indistinguishable
from the wild type plants. Based on a high nodule number, as well as low
sensitivity of nodulation and C;H> reduction to high nitrate level, mutant
RisfixC was identified as a new supernodulating mutant of pea.

Plants from the family Viciaceae (legumes) form symbiotic nodules with
bacteria from the genera Rhizobium and Bradyrhizobium, allowing the host
plant to utilize dinitrogen via bacteria mediated fixation. In the nodule of the
indeterminate type, as exemplified in pea (Pisum sativum L.), at least eight
developmental stages were distinguished (cf., eg, Vincent, 1980;
Nap, Bisseling, 1990). Nodule development can be arrested at any
stage by physiological or genetic reasons, e.g. by a bacterial mutation
(L on g, 1989). The approach using plant symbiotic mutants may be consid-
ered as equivalent because plants as well as bacterial mutations are supposed
to interfere with the nodule development at similar, if not identical, stages
(Kneen etal, 1990). Consequently, most of the plant nodulation mutants
can be ascribed to the known bacterial blocks and vice versa. Plants forming
aberrant nodules induced with mutant bacteria can be treated as phenocopies

A part of this paper was presented as a poster at the Sth International Symposium on the Mole-
cular Genetics of Plant - Microbe Interactions, 9 - 15 September, 1990, Interlaken, Switzerland
(communication P392).

ROSTLINNA VYROBA - 1993 157



of the proper nodulation mutants of the host plant provided that the block oc-
curs at the same stage.

Wider exploitation of plant nodulation mutants has been restricted till now
(Vance etal, 1988), partly by the limited number of the symbiotic mutant
lines available. It is particularly true for non-fixing, but still nodulating
(Nod'Fix") mutants, in contrast to nodulation mutants in the strict sense (Nod").
In pea, the only non-fixing mutants that were described in detail are FN; from
cv.Rondo(Postma etal, 1987; Postma etal, 1990) and sym,; from
cv. Sparkle. Additional 10 Fix” mutants were obtained by Duc, Mes -
sager (1989) in cv. Frisson. The largest set of nodulation mutants of pea
is the collection obtained in Rise National Laboratory (Engvild, 1987),
which includes over twenty mutants described as Nod Fix". Exact phenotypic
classification of nodulation mutants, especially mutants from the apparently
artificial class Nod "Fix’, is a necessary precondition of their further exploita-
tion for the genetic analysis of symbiosis and nodule development. In this pa-
per, we provide the basic description of these mutants, and we report on an
effort to group this set into phenotypic classes according-to nodulation phe-
notype, symbiotic performance, and growth.

MATERIALS AND METHODS

Plants

The studied plant genotypes originate from a set of nodulation and fixation
mutants of pea (Pisum sativum L.) that were obtained by means of chemical
mutagenesis from cv. Finale (Eng vild, 1987). Non-nodulating lines ac-
cording to the original description are denoted Risnod| - Risnod3 1. Risnod11,
-13, -16, -18, and Risnod24 were not included in this study. The lines that
were originally described as nodulating, but with impaired dinitrogen fixation,
are denoted RisfixA - RisfixV. RisfixG and RisfixR were not included, and
RisfixJ does not exist Engvild, 1987, Engvild, personal commu-
nication).

Plant inoculation and cultivation

Surface sterilized seeds, pre-selected with 10% tolerance in mass, were
germinated for three days at 28 °C. Seedlings were inoculated with 4 mL of
soil extract (1:10, w/v, sterile distilled water/air dried soil), and cultivated in
perlite irrigated with nutrient solution under the standard growth conditions
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Skrdletaetal,1980;Skrdleta etal, 1991). The agriculturally ex-
ploited brown soil from Kunratice (a locality near Prague, Czech Republic),
originating from a plot where pea was cultivated in the preceding season, was
used as inoculum. Nutrient solution was changed twnce a week. The used lev-
els of nitrogen were 0.625 and 10 mmol NO3 L!. The composition of low
and high N solutions was as described (Skrdleta etal., 1980), except for
the decreased concentration of KH,POy4 in low N solutlon (0.29 mmol L~ )
pH was adjusted to 6.7.

Plant evaluation

Plants were harvested six (on low N solution) or seven (on high N solu-
tion) weeks after germination, at the stage of early flowering. Each plant was
evaluated for nitrogenase activity, nodule appearance, nodule number, dry
mass of shoots, roots and nodules, and nitrogen content in shoots and nodules,
using standard techniques. Nitrogenase activity was determined as the acety-
lene-reducing activity of excised root systems (Skrdleta et al., 1987).
The nitrogen content in dried and homogenized plant tissues was determined
with a CHN analyzer (LECO Co.) by the automated Dumas method.

Statistics and cluster analysis

Three plants were evaluated in each line. The significance of differences
was determined for each trait using multiple range test analysis with 95%
Tukey HSD intervals. Cluster analysis was performed on the mean values of
quantitative traits. Before the distances were computed, the data were stan-
dardized by subtracting the mean of each variable and dividing the obtained
values by the standard deviation of the mean.

RESULTS AND DISCUSSION

Forty five independently obtained nodulation mutants of pea were charac-
terized and classified using symbiotic and growth traits. The most important
directly measured or derived characteristics of the mutant plants are included
in Tab. L.

Nodule formation in mutant lines

Those mutants which are included individually in Tab. I exhibited nodule
formation under the given experimental conditions. Nodules were formed in
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I. Symbiotic and growth traits in pea nodulation mutants cultivated at a low nitrogen level (0.625 mmol NO3 L'l); the means not indexed with

the same letter are significantly different at 95% Tukey HSD intervals; ND - not determined

Ifea Nodule Nodulec Nodule Single Top DM Nodula%on TNA SNA N content | N content | N yield
line* | colour | number DM  [nodule DM index (umole. | of nodules | of shoots | in shoots
; G| e ; (umole ™ wodve |
(plant ) |(mg.plant )| .nodule ) | (g.plant ) root ) DM) |(% of DM) | (% of DM) |(mg.plant )
Nod® - 0 - - 0.51 - - - - 1.5 7.6
9 white g 03" | 0.04*% | 043" 0.1° 0° 0 ND 1.7 )
F white 8¢ 04" | 0.04*8 0.43 0.1 0 0o ND 1.5 6.1
26 | white o' ¢ 08" | 0.09*°8 0.56" 0.1* 0o 0o ND 1.5 8.4
A | white 1 04" | 0.02*°f 0.49° 0.1 0 0 ND 1.6 7.8
pink a™ | 1327 168! | 082® | 93 04" | ™ 7.4 44 36.0
E |pink 112 70548 | 0711k | o080 | 101%8 | 73*° | o2°® 7.1 47 37.5
29 | pink 123" 2957" | 2.54 291° | 10378 | 276577 | o948 6.3 42 1223
Finale | pink 130" | 2413 | 1s1™ | 260% | 94" | 205 1255 6.7 41 104.5
P |pink ™ | e a2 | 23| ™ | 3™ | et 6.9 4.1 94.1
15 |pink 15570 | 200" | 134 m | 223°°°| 96'E | 187" | 88 6.7 42 93.5
S |pink 16687 | 157.7°°%| o096i"! 162°°% e 23488 | 146" | 69 46 83.9
5 |geen | 177%°7° | 117.7" | o.49™i o1 | 12t | 188 | 159 6.4 38 40.1
1 |pink 19327 | 1125°7" | ose™® | 070" | 1647 | 50* 45" 4.6 24 169
31 | pink 20557 | 1843" | 090k | 165> | 110" | 20677 | 1| 67 43 708
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5.2
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5.0
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3.5

3.4

7.4
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1.4

2.6
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1.5
1.4
1.7
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1.5

1.6
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1.2

1.3

6.6
2.0

7.4

7.1
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7.4
5.3
5.8
7.1
7.1

7.6

10.2

6.2

{

6.5

738
10.9

APea lines are denoted with the appropriate number (Risnod lines) or letter (Risfix lines); BNod- line contains mean values for non-nodulating

mutants; All Nod- mutants were statistically indistinguishable from one another; CMutants are arranged according to nodule number;

index was calculated as [nodule DM/top DM x 100];

Denotes change of colour

odulation



all mutants that were originally described as Nod" Engvild, 1987), as
well as in several mutants that were originally denoted Nod’, namely mutants
Risnod3, -4, -5, -15, -17, -26, -29, and Risnod31. Risnod15, -29, and Ris-
nod31 were even indistinguishable from the wild type by their nodule number
and dry mass accumulation, and Risnod29 and Risnod31 did not differ sig-
nificantly neither by total (TNA) nor by specific (SNA) nitrogenase activity
(Tab. I). The observed discrepancy might be ascribed to the increased sensi-
tivity of nodulation to the external nitrate taking into account that the original
verification of the symbiotic Nod™ phenotype in M3 plants was carried out in
a commercial potting mixture, without specification of the N content
(Engvild, 1987). Another probable reason for the conditional nodulation
might be a wider spectrum of rhizobia in the used inoculum in comparison to
the strain mixture used for the nodulation mutant isolation. The cases of host
specificity were described in several legume species (e.g. Devine, 1988,
Weinman et al., 1991). In pea, the strain-specific nodulation resistance
has been described for the cultivars originating from Middle East and Central
Asia (Lie, 1978, Young, Matthews, 1982, Kneen, La-
Rue, 1984) and Southern Turkey (L i e et al, 1987). The unstable nodula-
tion of the studied mutants resembles the behaviour of these cultivars, the
more so because a possibility to break through the nodulation resistance by
European indigenous populations of rhizobia was shown for Afghanistan pea
(Jensen etal, 1986).

The assumed mechanisms of Nod™ phenotype instability merit further ex-
perimental verification. Unfortunately, the original Rhizobium strain mixture
was not further specified (Eng vild, 1987). In contrast, no conditional ex-
pression of Nod™ phenotype was detected in the set of pea mutants obtained
from cv. Frisson (Duc, Messager, 1989).

Classification of non-fixing lines

The variability of nodule colour, which reflects the presence and state of
leghemoglobin (Vance et al., 1988), indicates that the developmental
block occurs at different stages in different lines (Tab. I). The nodule devel-
opment blocks are also reflected by lower nodule size in most of mutants
(Tab. I). As the classification of mutants according to the individual traits
does not provide a clear survey, the data were processed by means of cluster
analysis (Fig. 1), using seven quantitative traits: number of nodules, total dry
mass of nodules, single nodule dry mass, shoot dry mass, nodulation index,
TNA, and nitrogen content in shoots. The pattern of the tree graphs was not
too dependent on the used linkage type when single, complete and average
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1. Tree diagram representing dissimilarity between pea nodulation mutants; mutants Risnod and
Risfix are denoted with the appropriate number/letter; Euclidean distances based on seven traits
were processed with the average linkage joining algorithm

joining algorithms were applied. The most distinct clustering was achieved
using average linkage and Euclidean metric. All studied mutants can be di-
vided into fifteen clusters (Tab. II) at the arbitrarily selected dissimilarity
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level 0.435. The observed clusters can be characterized by the values of the
most important traits: the presence of leghemoglobin, TNA, nitrogen yield,
and nodule number per plant. It is necessary to take into account that the pro-
posed division is partly dependent on the cultivation conditions and the inocu-
lum used.

The distinguished classes are supposed to reflect at least fifteen different
kinds of symbiotic defects, particularly the developmental blocks of aberrant
nodules. The observed high number of phenotypic classes allows an important
conclusion upon the high complexity of nodule development. This agrees
with the notion about the complexity of the genetic control of nodulation that
is based on the estimated number of plant mutant complementation groups
(Duc, Messager, 1989). ‘

II. Proposed phenotypic classes of Nod* symbiotic mutants from cv Finale

Class | Lines included® Nodule colour Nod(t;,ll::tylx;)ber N y(lemI: :lla:l:o;)ts
I 29 pink 123 122

I Finale pink 139 104

I P pink 147 94

v 15 pink 155 93

v 3, S pink 166 - 205 71 -84
VI C pink 806 74

VI 5 green 177 40
VIl | E pink 112 38

X 4 pink 47 36

X 3)',%.1?5 o Kl :r':e‘: pink > greet, | 250479 5-18
XI I pink 193 17

Xl \% greenish 1224 11
XIm | M pink > green 598 7
X N, 17 brown 232-335 6- 7
XV 9, A,F, 26 white 8- 11 6- 8

ADenotation of mutant lines is like in Tab. I; BClasses are arranged according to the maximum

value of nitrogen yield
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Nodulation traits

The Nod" mutants tend to form more nodules than the wild type plants
(Tab. I). If we do not consider four mutants from proposed group XV, form-
ing sparce nodules with negligible mass, only Risnod4 forms significantly
fewer nodules than the wild type. We can hypothesize that the increased nod-
ule number in most mutants reflects the plant response that should compen-
sate the decreased activity of nodules.

The markedly high nodule number in mutants RisfixC and RisfixV sug-
gests that these mutants are the supernodulating ones as proposed by J a -
cobsen,Feenstra (1984)andCarroll et al, (1985). The
supernodulating phenotype is supposed to result from the release of the sys-
temic regulation of nodulation (Carroll etal., 1985). RisfixC forms nod-
ules of normal appearance and of medium size while the nodules of RisfixV
are tiny, oblonge, and after reaching the stage of leghemoglobin synthesis
they instantly degrade and turn green. In view of the linkage of the super-
nodulating phenotype with nitrate-tolerant nodulation (Carroll et al.,
1985), both mentioned mutants were tested at a high nitrate level in parallel
with other Nod™ mutants (Tab. III). The chosen level of 10 mmol NO3 I
corresponds to the reported concentrations used for the diagnosis of the nts
phenotype (Postma etal, 1988, Hansen etal, 1989; Wu,Har-
per, 1990). In all tested lines, the number and total mass of nodules de-
creased, despite the longer cultivation period and higher shoot mass. The
degree of nodule number reduction is different in individual lines. Full block
of nodule formation in Risnod3 indicates that the increased sensitivity to ex-
ternal nitrate may be the reason for the original description of this line as Nod
(Engvild, 1987).

The lowest response of nodule number to nitrate was observed in line Ris-
fixC. This finding confirms its classification as a typical supernodulator
(Carroll et al, 1985), in contrast to RisfixV, which reacts markedly to
the nitrate increase. The mutants forming an elevated number of nodules, but
still nitrate-sensitive, can be denoted as hypernodulating (W u, Harper,
1990) or copious nodulating (Park, Buttery, 1988). RisfixC is prob-
ably the sixth supernodulating mutant of pea isolated up to now, besides the
mutant nod;, which was isolated from cv. Rondo Jacobsen,Feen-
stra, 1984) and four supermodulating mutants isolated from cv. Frisson
(Duc,Messager, 1989). On the other hand, the behaviour of RisfixV
closely resembles plants carrying natural nod;nod, alleles Jacobsen,
Feenstra, 1984).
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III. Selected traits in pea nodulation mutants cultivated at a high nitrate level (10 mmol
NO3 L''); the means not indexed with the same letter are significantly different at 95% Tukey
HSD intervals; ND - not determined

e Nodule number” Nodule DM® Top DM
line® plant”! %;t;:::swc N plant” %;;l:t)sw N pl:«mt'l %:li::::v N
9 Oa 0 0a 0 1.72a-f 404
? 0 0 0 6.80%8 1565
26 r 0 0 0 3.08%°8 548
A 3 0 0 0 5.93%¢€-8| 1208
4 I 28 26.3° ¢ 36 4238 516
E i 26 i5"° 2 1.69%"¢ 212
29 3g* " 31 46.5 16 6.18%%¢ "8 212
Finale 49°° 35 34.0° 14 3.48%°8 134
P 73¢" 49 29.0°%%% 16 4068 177
15 744" 48 4438 21 4,068 183
S " S 30 28.5° % 18 4.94%°8 271
5 104"°" 59 32,0 27 3.79*°2 359
I ND ND ND ND ND ND
31 6" 33 27.0°°% 15 4.05%°8 246
17 ND ND ND ND ND ND
D i 15 2.3 ° 6 1.03*° 374
B 108" 39 156" "% 22 3.533°8 661
L 30°7¢ 10 2.0°7¢ 4 0.86 174
0 64" " 20 5% " 11 3.80%"8 1004
N 0" 0 0o 0 jopped 323
K 13177 35 19.0°°% 35 3.28%°8 1061
H 5! 12 11.0°"8 22 1042 222
Q 7 ks 37 28,67 % 41 4338 908
3 0o 0 0" 0 2.66% 573
T 1347 28 20.5° 78 25 5.82%°8 1124
M 235' 39 34.0° 38 4.99°°8 1004
C 595’ 74 120.3" 60 2.45%°8 209
v 251" 21 176> * 16 2.81%°8 515

ADenotation of lines is like in Tab. I; The replicate data of nodule number per plant and nodule
DM were transformed into the square root of (x + 1) before the statistical processing; CFor values
of low N cultivated plants see Tab. I
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Growth and nitrogen fixation

In view of the uniform growth of the Nod™ mutants (Tab. I), we were not
able to detect multiple mutations nor the pleiotropic action of the main muta-
tion under the used cultivation conditions (Hansen etal., 1989;Kneen
et al., 1990). Nodule formation itself did not cause any detectable differences
in dry mass yield and nitrogen content, as illustrated by comparison of Nod"
lines with zero nitrogen fixation to Nod lines (Tab. I). As the original Fix"
phenotype of the studied set of mutants was confirmed by less than 20% C,H,
reduction in comparison to the wild type (Eng vild, 1987), each line pos-
sessing the higher activity (Tab. I) can be considered as a case of conditional
expression of Fix™ phenotype. TNA of RisfixP exceeded, and that of Ris-
nod29, Risnod3 1, and RisfixS did not differ significantly from the wild type.
The phenomenon of nitrogenase conditional expression merits further atten-
tion, particularly in those lines where the plant/Rhizobium incompatibility
may be the case.

Similarly, the highest values of SNA are reached by mutants RisfixP, Ris-
fixS, and RisnodS5 (Tab. I), and not by the wild type plants. On the other hand,
the mutant Risnod15 is characterized by decreased SNA and by almost nor-
mal nodule size in parallel. However, we are not facing the full absence of
nitrogenase activity in nodules of normal structure as described for non-fixing
mutant FN; Postma etal, 1987).

In contrast with the original classification of RisfixC as Fix (Engvild,
1987), this line is actively fixing under our conditions. However, the in-
creased nodulation leads to neither superior TNA and SNA nor higher shoot
dry mass accumulation. The latter represents less than a half of the wild type
value, and total nitrogen accumulation is lower, even if not significantly, than
in the wild type. Total mass of nodules is comparable to the wild type in spite
of the almost six times higher nodule number. On the other hand, RisfixC
plants have the highest nitrogen content in nodules of all lines, as well as by
60 % higher nitrogen content in shoot in comparison with the wild type. This
deviation might reflect the wrong sensing and regulation of the internal N
metabolite level. The same fault can be connected with the nodulation feed-
back breakage that was proposed as a basis of the supernodulation phenotype
(Carroll etal., 1985).

Our results confirm findings reported by D ay et al. (1987), who pointed
out the worse growth of soybean supernodulating mutant nts382, and by
Hansen et al (1989), who evaluated another soybean mutant nts1007.
A supernodulating mutant of pea nod; was also inferior to the wild type plants
in shoot mass (Rosendahl etal, 1989) and length (Postma etal.,
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1988). The lower effectiveness of supernodulating mutants can be ascribed to
a defect in the source/sink balance Jacobsen, Feenstra 1984,
Carroll etal, 1985, Hansen etal., 1989) or to the pleiotropic effect
of the main mutation on the plant morphogenesis Jacobsen, Feen -
stra, 1984; Carroll etal, 1985, Postma etal, 1988; Duc,
Messager, 1989).

Acknowledgements

The authors are very indebted to Dr. K. C. Engvild for supplying the pea
mutants used.

References

CARROLL, B. J. - McNEIL, D. L. - GRESSHOFF, P. M.: Isolation and properties of soybean
[Glycine max (L.) Merr.] mutants that nodulate in the presence of high nitrate concentrations.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 1985, pp. 4162-4166.

DAY, D. A. - PRICE, G. D. - SCHULLER, K. A. - GRESSHOFF, P. M.: Nodule physiology of
a supernodulating soybean (Glycine max) mutant. Austral. J. Pl. Physiol., /4, 1987, pp. 527-538.
DEVINE, T. E.: Role of the nodulation restrictive allele Rjs in soybean evolution. J. Pl. Physiol.,
132, 1988, pp. 453-455.

DUC, G. - MESSAGER, A.: Mutagenesis of pea (Pisum sativum L.) and the isolation of mutants
for nodulation and nitrogen fixation. Pl. Sci., 60, 1989, pp. 207-213.

ENGVILD, K. C.: Nodulation and nitrogen fixation mutants of pea, Pisum sativum. Theor. appl.
Genet., 74, 1987, pp. 711-713.

HANSEN, A. P. - PEOPLES, M. B. - GRESSHOFF, P. M. - ATKINS, C. A. - PATE, J. S. -
CARROLL, B. J.: Symbiotic performance of supemnodulating soybean [Glycine max (L.) Merrill.]
mutants during development on different nitrogen regimes. J. Exp. Bot., 40, 1989, pp. 715-724.
JACOBSEN, E. - FEENSTRA, W. J.: A new pea mutant with efficient nodulation in the presence
of nitrate. Pl. Sci. Lett., 33, 1984, pp. 337-344.

JENSEN, E. S. - SORENSEN, L. H. - ENGVILD, K. C.: Danish Rhizobium leguminosarum
strains nodulating 'Afghanistan’ pea (Pisum sativum). Physiol. Pl., 66, 1986, pp. 46-48.
KNEEN, B. E. - LaRUE, T. A.: Peas (Pisum sativum L.) with strain specificity for Rhizobium
leguminosarum. Heredity, 52, 1984, pp. 383-390.

KNEEN, B. E. - LaRUE, T. A. - HIRSCH, A. M. - SMITH, C. A. - WEEDEN, N. F.: sym3 -
a gene conditioning ineffective nodulation in Pisum sativum. Pl. Physiol., 94, 1990, pp. 899-905.

LIE, T. A.: Symbiotic specialization in pea plants: the requirement of specific Rhizobium strains
for peas from cv. Afghanistan. Ann. Appl. Biol., 88, 1978, pp. 462-465.

LIE, T. A. - GOKTAN, D. - ENGIN, M. - PIINEBORG, J. - ANLARSAL, E.: Co-evolution of
the legume - Rhizobium association. Pl. Soil, 100, 1987, pp. 171-181.

LONG, S.: Rhizobium genetics. Ann. Rev. Genet., 23, 1987, pp. 483-506.
NAP, J. P. - BISSELING, T.: The roots of nodulins. Physiol. Pl., 79, 1990, pp. 407-414.

168 ROSTLINNA VYROBA - 1993



PARK,S. J. - BUTTERY B. R.: Nodulation mutants of white bean (Phaseolus vulgaris L.) induced
by ethyl-methane sulphonate. Can. J. Pl. Sci., 68, 1988, pp. 199-202.

POSTMA, J. G. - JACOBSEN, E. - BISSELING, T. - FEENSTRA, W. J.: A mutant of pea
(Pisum sativum) possibly disturbed in the production of a compound required for the induction
of nitrogenase activity in bacteroids. In: VERMA, D. P. S. - BRISSON, N. (eds): Molecular
Genetics of Plant - Microbe Interactions. Martinus Nijhoff, Dordrecht, vol. 1, 1987, pp. 91-93.
POSTMA, J. G. - JACOBSEN, E. - FEENSTRA, W. J.: Three pea mutants with an altered
nodulation studied by genetic analysis and grafting. J. Pl. Physiol., 132, 1988, pp. 424-430.

POSTMA. J. G. - JAGER, D. - JACOBSEN E. - FEENSTRA, W. J.: Studies on a non-fixing
mutant of pea (Pisum sativum L.). 1. Phenotypical description and bacteroid activity. Pl. Sci., 68,
1990, pp. 151-161.

ROSENDAHL, L. - VANCE, C. P. - MILLER, S. S. - JACOBSEN, E.: Nodule physiology of
a supernodulating pea mutant. Physiol. Pl., 77, 1989, pp. 606-612.

SKRDLETA, V. - LISA, L. - NEMCOVA, M.: Comparison of peas nodulated with a hydrogen-
uptake positive or negative strain of Rhizobium leguminosarum. 1. Nodulation, acetylene-reducing,
dihydrogen and carbon-dioxide evolving activities. Folia Microbiol., 32, 1987, pp. 226-233.
SKRDLETA, V. - NEMCOVA, M. - HYNDRAKOVA, A.: Symbiotic dinitrogen fixation as
affected by short-term application of nitrate to nodulated Pisum sativum L. Folia Microbiol., 25,
1980, pp. 155-161.

SKRDLETA, V. - NEMCOVA, M. - LISA, L. - NOVAK, K. - KOVAROVA, D.: Comparative
response of Pisum sativum nodulated with indigenous soil Rhizobium populations and/or co-ino-
culated with a Rhizobium leguminosarum strain. Folia Microbiol., 36, 1991, pp. 271-276.
VANCE, C. P. - EGLI, M. A. - GRIFFFITH, S. M. - MILLER, S. S.: Plant regulated aspects of
nodulation and N2 fixation. Pl. Cell Environ., /1, 1988, pp. 413-427.

VINCENT, J. M.: Factors controlling the legume - Rhizobium symbiosis. In: NEWTON, W. E.
- ORME-JOHNSON, W. H. (eds): Nitrogen Fixation II. University Park Press, Baltimore, 1980,
pp- 103-129.

WEINMAN, J. J. - DJORDJEVIC, M. A. - HOWLES, P. A. - ARIOLI, T. - LEWIS-
HENDERSON, W. - McIVER, J. - OAKES, M. - CREASER, E. H. - ROLFE, B. G.: The use
of the genus Trifolium for the study of plant - microbe interactions. In: HENNECKE, H. - VERMA,
P. D. S. (eds): Advances in Molecular Genetics of Plant - Microbe Interactions. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, vol. /, 1991, pp. 168-173.

WU, S. - HARPER, J. E.: Nitrogen fixation of nodulation mutants of soybean as affected by
nitrate. Pl. Physiol., 92, 1990, pp. 1142-1147.

YOUNG, J. P. W. - MATTHEWS, P.: A distinct class of peas (Pisum sativum L.) from Afgha-
nistan that show strain specificity for symbiotic Rhizobium. Heredity, 48, 1982, pp. 203-210.

Received on September 29, 1992

NOVAK, K. - SKRDLETA, V. - NEMCOVA, M. - LISA, L. (Laboratof biologické
fixace dusiku, Mikrobiologicky tistav AV CR, Praha):

Symbiotické znaky, rist a klasifikace nodula¢nich mutanti hrachu.
Rostl. Vyr., 39, 1993 (2): 157-170.

Celkem 45 symbiotickych mutanti hrachu (Pisum sativum L.) bylo charak-
terizovano pomoci 10 symbiotickych a ristovych znakt. 27 linii tvoficich hlizky bylo
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rozdéleno do 15 shluki na zikladé sedmi znaki: pocet hlizek, susina hlizek, celkova
aktivita nitrogenazy, suSina nadzemnich Casti, nodulatni index, suSina jedné hlizky
a obsah dusiku v nadzemnich astech. Byla pozorovana podminéna exprese znak
nodulace a fixace. Ctyf mutanty, které byly piivodné popsany jako nenodulujici (Nod),
byly schopné nodulace a fixace dusiku za danych experimentilnich podminek. Dva
dal$i mutanty, které byly nefixujici podle pivodniho popisu, byly neodliSitelné od
rostlin divokého typu. Mutant RisfixC byl na zadkladé vysokého po¢tu hlizek a nizké
citlivosti nodulace a redukce C,Hz k vysoké hladiné nitratu klasifikovan jako novy
supernodulujici mutant hrachu.

Contact Address:

RNDr. Vladimir Skrdleta, CSc., Laboratof fyziologické fixace dusiku, Mikrobiologicky
tstav AV CR, Videiiskd 270, 142 20 Praha 4 - Kr&
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PREDBEZNE SDELENI

BIOTECHNOLOGICKE METODY VE SLECHTENI TYKVOVITYCH
ZELENIN

A. Lebeda, E. Kr¥istkova, M. Kubalakova, T. Havlicky, J. Vagera, P. Bi-
narova

Konven¢ni Slechtitelské metody pouZivané u tykvovitych zelenin byly shrnuty
v publikované monografii (B as s e tt, 1986). Ve Slechténi okurek se dosud uplatiiuji
zcela vyhradné klasické Slechtitelské postupy zaloZené na vnitrodruhové sexualni
hybridizaci vybranych rodiovskych komponenti a nasledné selekci jednotlivych
rostlin v segregujicich F2, F3 nebo backcross populacich. Vhodni rekombinanti jsou
podrobeni inbridinku a tvorbé& novych linii. Tento postup byl tisp&$né uplatiiovan napf.
pfi Slechténi okur.a na odolnost k nékterym chorobam.

Na rozdil od fady jinych druhi zelenin (napt. Lactuca sativa, Lycopersicon escu-
lentum), je u C. sativus zndma pomérné€ omezena genetick4 variabilita. Ta je pfedev§im
podminéna urgitou genetickou izolaci tohoto druhu. Pfekonani hybridizaéni bariéry,
roz8ifeni genetické diverzity a jeji nasledné vyuZiti ve §lechtitelskych programech
okurek je jednim z hlavnich cili vyzkumu. Sou¢asné moZnosti Slechténi okurek jsou
uritym zplisobem limitoviny (K nerr et al, 1989). Pravé tato skute¢nost vede ke
snaze vice vyuZivat mezidruhovou hybridizaci(Nijs, Custers, 1990) ve spojeni
s nekonven¢nimi (biotechnologickymi) metodami. MoZnosti pouZiti téchto metod
u C. sativus souhrnng zpracoval Malepszy (1988).

Vzdilena hybridizace

Zaméfime se pouze na otazky vzdalené hybridizace u rodu Cucumis. MoZnost
mezidruhové hybridizace v ramci tohoto rodu je primamé limitovana cytogenetickym
zdkladem, tedy poc¢tem chromozomi. Tim je také v podstaté podminéna bariéra mezi
skupinou C. sativus a ostatnimi druhy, které jsou soucasti tzv. africké skupiny.
Podrobné cytologické a cytogenetické idaje tykajici se kfiZitelnosti v ramci rodu Cu-
cumis shrmuli Lebeda, Kfistkova (1993). Vzdjemna kfiZitelnost druhi
podrodt Cucumis a Melo je znizornéna na obr. 1. Vzhledem k tomu, Ze z praktického
hlediska mé4 nejvét3i vyznam pfekondni nekfiZitelnosti mezi C. sativus a C. melo,
pfipadné nékterymi dalSimi druhy africké skupiny, zaméfime se dale pfedevsim na tuto
problematiku.

Prvni pokusy o ziskani mezidruhovych kfiZzencti mezi C. sativus a C. melo spadaji
do obdobi 30. a 40. let tohoto stoleti. Jednim z prvnich, kdo se o to pokusil, byl

ROSTLINNA VYROBA - 1993 171



Batra (1953), ktery po opyleni zaznamenal vyvoj plodd, aniZ se v3ak projevila
tvorba vitilnich semen. Také Deakin et al. (1971) a Fassuliotis (1977)
ziskali pti kfiZeni okurky s melounem plody obsahujici relativn€ velké mnoZstvi semen,
ale bez znamek vyvoje embrya. Od roku 1971 se snaZila skupina holandskych autori
ziskat kfiZence okurky a melounu. R uiter (1973) popsal tvorbu plodii obsahujicich
10 aZ 15 dobfe vyvinutych semen, z nichZ se podafilo ziskat F1 rostliny s dobrou
fertilitou. Po samospraseni byly rostliny F2 podobné rostlinam F1. Vé&tSina F1 rostlin
méla 19 chromozémi a morfologicky byly podobné ob&ma rodi¢im. Na zikladé
izoenzymové analyzy rostlin F1 se v3ak ukdzalo, Ze rostliny byly mutanti a ne skute¢ni
mezidruhovi hybridi R obinson et al., 1979).

Vzhledem k tomu, Ze klasickd metoda kfiZeni nevedla k usp&hu, snaZili se mnozi
autofi pouZit nejrizn&;jsi daldi techniky. Knaap, Ruiter (1978) uvadéji, Ze pfi
kfiZeni C. sativus X (C. sativus + C. melo) smé&si pylu ziskali asi 2 % hybridnich rostlin.
Rostliny F1 generace, ziskané po opyleni smési pylu, byly naprosto odli3né od obou
rodi¢ovskych linii. Plody byly intermedidmni, hruSkovitého tvaru. Rist hybridnich
rostlin byl pomaly, pfitemZ mély velmi kratkd internodia. Rostliny byly oznaCeny
Megurk podle holandského meloen a augurk. RovnéZ v tomto pfipadé nasledna
izoenzymova analyza prokazala, Ze ne$lo o kfiZence, ale patrn¢ o mutanta v jednom
recesivnim genu.
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1. Polygon kfiZitelnosti druhti rodu Cucumis; 1. Cucumis podrod Cucumis, Cucumis podrod Melo,
skupina: 1. Metuliferus, 2. Anguria, 3. Melo; Sipky smé&huji k matefskému rodici; sttedné aZ siln&
autofertilni a ,,cross* fertilni hybridi ; vzdcné autofertilni a stfedné ,,cross* fertilni hybridi
; autosterilni, obvykle ne ,cross* fertilni hybridi —- - - - ; neZivotnd semena nebo
hybridi ----- ; absence linie vyznatuje, Ze nebyly ziskiny plody se semeny; upraveno podle
Nijs, Custers (1990) - Polygon of crossability of the species of the genus Cucumis;
I. Cucumis, subgenus Cucumis, Cucumis subgenus Melo, group: 1. Metuliferus, 2. Anguria, 3.
Melo; arrows are directed to the materal parent; medium to strong autofertile and ,,cross“-fertile
hybrids ; rarely autofertile and medium ,,cross*-fertile hybrids ; autosterile, usually
not ,cross“-fertile hybrids —+ —- —- — ; lifeless seeds or hybrds - - - - - ; absence of the line
indicates that no fruit with seeds were obtained; adjusted after Nijs,Custers (1990)
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Jako jedna z moZnosti pfekonani nekfiZitelnosti bylo pouZito hormonalni ovlivnéni
matefskych rostlin. Smith,Venkat Ram (1954) pouZili lanolinovou pastu
s IBA, pfipadné s 4-chlorfenoxyoctovou kyselinou, které aplikovali na kvétni stopky
v dob€& opyleni. Plody se dobfe vyvijely. Semena méla kvalitni testu, byla viak pouze
vypinéna Zelatinovym materidlem, aniZ by do3lo k tvorb& embryi. L oy (1982) pou-
kazal na moZnost vyuZiti BAP a AVG (amino-ethoxyvinylglycin). Tuto metodu pozdgji
vyuZili Chatterjee,More (1991). Dosud viak Zadn4 z téchto metod nevedla
k vyfedeni problému nekfiZitelnosti. Také nade dosavadni experimentilni vysledky,
zaloZené na rniznych modifikacich téchto technik, potvrzuji vySe uvedené poznatky.

Rovné&Z byly provdd&ny pokusy s pouZitim ozafeného pylu. Custers,
Bergervoet (1984) aplikovali ozifeny pyl melounu s pfedpokladem, Ze ozafeni
povede k selektivni eliminaci chromozémi C. melo v hybridnich buiikich mladych
embryi C. sativus X C. melo. Vyvijejici se plody byly oddé€leny od rostliny za tfi tydny
po opyleni. S rostouci davkou ozifeni klesal pocet a velikost embryi a endospermu.

Z uvedenych vysledki je zfejmé, Ze se dosud nepodafilo uspésné vyuZit mezidru-
hové hybridizace C. sativus a C. melo k pfenosu vyznamnych hospodafskych
vlastnosti, zejména pak rezistence vii¢i chorobam a Skiidctim. Usp&¥né vyteseni tohoto
problému by mélo podstatny vliv na rozvoj $lechténi okurek. V tomto sméru lze do
budoucna potencidln€ vyuZit nékteré biotechnologické metody.

Embryokultury

Uspé&snost mezidruhové hybridizace u rodu Cucumis je do znaéné miry zavisla na
moZnosti vyuZiti embryokultur a nasledném dopéstovani vitalnich rostlin F1 generace.
Niemirowicz-Szczytt, Wyszogrodska (1976) zistili, Ze pfi kii-
Zeni C. sativus X C. melo standardni opylovaci technikou dochazi k oplodnéni a vyvoji
zarodkd aZ po globuldrni stadium, pak je vyvoj embrya inhibovan. Pro dop&stovani
t&chto embryi v kultufe in vitro tito autofi pouZili médium vhodné pro nezrala okurkova
embrya. Médium se vSak neosvéd¢ilo a nepodafilo se ziskat hybridni rostliny ani po
né&kolikandsobném opakovani tohoto pokusu. RovnéZ Nijs, Custers (1990)
uvadéji netispéch s dop&stovanim embryi z kfiZeni okurky a melounu. Tato embrya in
situ v globuldrnim stadiu nepokratuji po pfeneseni do kultury in vitro v diferenciaci
a do m&sice hynou. Autofi vyslovili pfedpoklad, Ze pfi¢inou je spiSe nevybalancovana
chromozémova sadka neZ interakce embryo - endosperm. Tento stav Ize hypoteticky
prekonat indukci kalusu z hybridniho embrya. V ném pak dojde k chromozémové
pfestavbé a eliminaci nevybalancovanych chromozémovych kompleti. Takovy kalus
by pak mohl byt schopen regenerace. Custers, Bergervoet (1984) se
o tento zpisob feleni pokouseli, ale nepodafilo se jim odvodit kalus z hybridniho
embrya.

V nasich pokusech byly ov&ovény embryokultury u 15 genotypi rodu Cucumis.
Embrya byla extirpovana v rizném stadiu vyvoje, od globuldmich aZ po témé&f zrala.
Vyzkousena byla dvé zikladni média, MS M urashige, Skoog, 1962)aRS
(Rangaswamy, 1961) s riznymi koncentracemi IAA, kinetinu a BAP. Celkem
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bylo nasazeno 360 embryi. Rostliny se podafilo dop&stovat u deviti genotypld. Dva
mésice po nasazeni na médium tyto rostliny jiZ kvetly v baiikich a bez problémi je
bylo moZno pfesadit do nesterilnich podminek. Mezi ‘médii nebyl zjidtén podstatny
rozdil, na RS byl vyvoj rostlin pomalej$i a listy byly menSi. Pfidani regulatord do
média neni nutné. Od srd¢itého stadia embryo pokratuje ve vyvoji i na médiu bez
regulitord nistu. Médium s 1 g/l casein hydrolyzatu (Difco) stimuluje rist. Pfili$
vysoké koncentrace IAA (5-10 uM) vedou k tvorb& kalusu, pfi pouZiti 5 uM BAP
dochézi k silnému zkraceni internodii a ztloustnuti celé rostliny. Pro dop&stovani rostlin
z hybridnich embryi bude asi nutné nejdfive indukovat tvorbu kalusu a z né&j pak
indukovat regeneraci. Kromé genotypi C. sativus, se nAm podafilo Gsp&$né regenerovat
rostliny i z embryi fady planych druhi jako napt. C. africanus, C. anguria, C. dipsa-
ceus, C. ficifolius, C. myriocarpus, C. prophetarum.

Regenerace in vitro a bun&né kultury

Vyzkum regenerace z in vitro kultur C. sativus zaznamenal v posledni dobé velky
pokrok. Podafilo se ziskat regeneranty z in vitro kultivovanych laterdlnich pupeni
(Handley, Chambliss,1979),iapikdlniho meristému (R ute etal., 1978).
Regenerace bylo rovnéZ dosaZeno u kalusovych kultur (Chee, 1990,1991;Chee,
Tricoli, 1988) i buné¢nych suspenznich kultur (Callebaut etal, 1987).

V naSich experimentech jsme se zaméfili na studium regenerace celkem 123 geno-
typh Cucumis sativus, Cucurbita pepo a C. moschata. Jako zdroj primarnich explantati
byla pouZita pletiva dé€loh a hypokotylu. Pro odvozeni kalusovych i bunéénych kultur
slouZilo jako bazilni MS médium (Murashige, Skoo g, 1962). Indukce ka-
lusi z primarnich explantati probihala na médiu MS + 1,2 mg/1 2,4-D + 0,5 mg/1 KIN.
Po &tyfech tydnech kultivace ve tmé& byly kalusy pfeneseny na regeneratni médium
MS + 1 mg/l NAA + 0,5 mg/l KIN. Tyto kultury byly kultivovany na svétle po dobu
dvou tydnid. Pak byly kalusy pfeneseny na pevné médium (bez ristovych regulatori)
nebo do tekutych médii (MS + 1 mg/1 2,4-D + 0,5 mg/1 KIN nebo do tekutého média
MS bez ristovych reguldtoni). Regeneranti s dostate¢né vyvinutym kofenovym systé-
mem byli pfeneseni z média MSO do perlitu a nasledn€ do volné plidy ve skleniku.

Celkem u 35 % kalusti odvozenych z genotypl C. sativus byla pozorovana rege-
nerace po tydnu kultivace na regeneratnim médiu na svétle. Nejvy38i procento rege-
neryjicich kalusi bylo zaznamenano u odridy Bilsk4, u které se rovné€Z podafilo
regenerovat rostliny. U kalusi genotypti C. pepo dochazelo k intenzivni tvorb€ kofeni,
aniZ se projevila iniciace pryti.

U Kkalusi ziskanych z odrid C. sativus Bilska a SM-5048 se podafilo odvodit
intenzivn€ rostouci bunétné suspenzni kultury, u nichZ byla usp&€$na regenerace cestou
somatické embryogeneze. U buné&tnych suspenzi C. pepo a C. moschata dochazelo,
podobné jako v kalusové kultufe, pouze k intenzivni rhizogenezi.

Z hlediska dal$iho pokroku ve Slechténi tykvovitych, zvlast¢ okurek, se ukazuje
jako velice vyznamna otdzka izolace a regenerace protoplastii. Prvni uisp&$nou regene-
raci protoplasti C. sativus odvozenych z déloZnich listi popsali Colijn-Hooy -
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mans etal (1988).UC. meloBokelmann etal (1991)a Moreno etal.
(1984) sp&¥né odvodili kulturu protoplastil z pletiva listli, v&etné nasledné regene-
race. Cilem téchto praci je vyvinout metodu heterologni fiize protoplasti
s moZnosti jejiho vyuZiti pfi mezidruhové hybridizaci u rodu Cucumis. Tim by byl
vytvoten pfedpoklad k pfenosu né€kterych efektivnich zdroji rezistence z planych
druhid rodu Cucumis. NaSe dalSi prace se rovnéZ bude ubirat timto smérem.

Produkce haploidu in vitro

Spontanni vyskyt haploidnich jedinct v Celedi Cucurbitaceae je sice u n€kterych
druhil o n&co vys8i neZ u druhd z jinych &eledi. Neni v8ak pfimo védz4n na vyskyt
zygotickych dvoj¢at a lze jej navodit napf. i vlivem sucha. Pro praktické aplikace je
v3ak pfili§ nizky.

Indukce sporofytického vyvoje sam¢i gamety, tj. androgeneze in vitro, nebyla dosud
v &eledi Cucurbitaceae isp€3na. Proembryoidy prokazatelné odvozené z nezralych
pylovych zm (mikrospor) zastavovaly vyvoj po Ctyfech délenich buné&ného jadra
a takto vytvofené bun&né tutvary se jiz dile nevyvijely (Dryanovska, 1985).
Kompletni rostliny z kultivovanych pra$nikt okurky ziskali jiZz dfive Lazarte,
Saser (1982), kteti pouZili standardni kultivadni média Nitsch a MS. Regeneranti
vak vznikali ze zelenych center na indukovaném kalusu a nebyli zfejmé& mikrospo-
ridlniho ptivodu. V naSich pokusech provadénych s prasnikovou kulturou okurky odri-
dy Pélava jsou ziskdvany embryoidy (reaguje aZ 30 % prasniki) na jednoduchém
médiu N6 (C hu et al., 1975).

Podstatn€ uspe€3ngjsi byla indukovana gynogeneze. U melounu byl parthenogene-
ticky vyvoj vajitka stimulovén spraSenim pylem ozifenym paprsky gama (Sauton,
1988). Embrya nachazejici se v globuldrnim nebo srd¢itém stadiu byla z vyvijejicich
se semen extirpovana a dopé&stovana na médiupodle Dumas de Vaulx etal,
(1981). Snadné&ji byla gynogeneze indukovéna u okurky, a to kultivaci &asti nezralych
semeniki (pfi¢nych fezl) s neoplozenymi vaji¢ky na agarovych médiich obsahujicich
cytokininy (u parthenokarpickych variant) nebo auxiny (u neparthenokarpickych va-
riant). Byly tak dop&stovany kompletni haploidni, resp. dihaploidni rostliny Dirks,
Marjan van Buggenum, 1991). Frekvence gynogeneze je kromé dalsich
vlivii vyrazn€ zavisla na stavu donorovych rostlin. U Cucumis sativus bylo demonstro-
vino(Niemirowicz-Szczytt, Dumas de Vaulx, 1989) zvySeni
parthenogeneze koncem léta, kdy lze in vitro dopéstovat kompletni rostliny téméf
z poloviny haploidnich embryi. Tyto techniky kultivace se mohou uplatnit i pfi vzda-
lené hybridizaci.

VyufZiti biochemickych markeru ve $lechténi tykvovitych

Jako v3eobecn€ znamé a vhodné biochemické markery v genetickych a systema-
tickych studiich jsou pouZivany izoenzymy. VyuZiva se tzv. zymogramové techniky,
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pfi které jsou izoenzymy elektroforeticky separovany na riiznych druzich geld a pomoci
histochemickych technik barveny na svou specifickou aktivitu. Tato technika je vhodna
pro systematické, evolu¢ni a fylogenetické studie rostlin (Gottlieb, 1977), ale je
ji moZné uceln€ vyuZit i ve Slechteni.

Jednim z nejvyznamnéjSich rysi izoenzymové variability je jednoducha dédiCnost.
S izoenzymy je spojena fada charakteristik jako napf. kodominance alel, nezavislost
na epistatické a pleiotropické interakci, nezévislost na vlivech prostfedi, pfitomnost
v mnoha pletivech (Gottlieb, 1981). To je divodem, pro¢ je izoenzymova varia-
bilita vybornym genetickym markerem s Sirokou moZnosti vyuZiti v zdkladnim vyzkumu,
ale i v praktickém Slechténi.

U tykvovitych rostlin je této problematice v€novana zvySena pozornost aZ
v poslednich letech, pfitemzZ sttedem zdjmu je predevsim rod Cucurbita. Prvni prace
u tohoto rodu byly zaméfeny na studium esteraz (Schwarz et al, 1964) a varia-
bilitu peroxidiz(Dvofak, Cernohorska, 1967). Ptehledné celou problema-
tiku zpracovali Weeden, Robinson (1990). Pomoci izoenzymového
polymorfismu byla odhalena fada fylogenetickych zavislosti (Puchalski, Ro-
binson, 1990), pfi¢emZ C. pepo je druhem, ktery vykazuje znadnou izoenzymovou
diverzitu (Kirkpatrick et al., 1985).

Rod Cucumis neni v tomto sméru zdaleka tak prostudovan. Z dosavadnich poznatki
je zfejmé, Ze jeho geneticka diverzita je omezena. Knerr et al. (1989) analyzovali
genetickou rozmanitost u 757 genotypid C. sativus na zaklad€ 40 izoenzymu, jeZ repre-
zentuji 74 biochemickych lokusi. Polymorfismus byl nalezen u 18 kodujicich lokusi.
RovnéZ na ziklad¢ elektroforetického srovnani 29 jadern€ kédovanych enzymi byla
stanovena geneticka vzdalenost 21 druhd rodu Cucumis (Perl-Treves et al,
1985).

Izoenzymy mohou v nékterych pfipadech slouZit jako markery rezistence k pato-
gentiim. Napf. u rodu Cucwrbita byla nalezena zévislost mezi rezistenci k viru mozaiky
vodniho melounu (WMYV) a pfitomnosti jednoho aldolazového prouzku (Weeden,
Robinson, 1990).

Reuveni et al (1990) publikovali metodu stanoveni celkové peroxidazové
aktivity jako markeru pro rezistenci k Pseudoperonospora cubensis u C. melo. Z na-
Sich pfedb&€Znych vysledki lze usuzovat, Ze stanoveni relativni celkové aktivity pero-
xidaz a kyselych fosfataz miiZe byt pouZito jako jedno ze selek&nich kritérii pfi studiu
polni rezistence C. sativus Vi€i P. cubensis. RovnéZ se nam podafilo nalézt urcité
rozdily v izoenzymovych spektrech, jeZ mohou byt pouZity jako selekéni marker.
Obdobné piedb&Zné zavéry lze utinit i ze studia C. melo a C. pepo ve vztahu k varia-
bilit¢ rezistence vii¢i P. cubensis.

Zaiver

Z dosavadnich poznatkli o0 moZnosti vyuZiti planych druhi rodu Cucumis v me-
zidruhové hybridizaci je ziejmé, Ze jde o velmi komplikovany problém. Pomoci kla-
-sickych hybridiza¢nich technik se dosud nepodafilo pfekonat genetické bariéry mezi
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druhy podrodd Cucumis a Melo. Zda se, Ze je viak redlny pfedpoklad tento problém
vyfesit za pomoci n€kterych biotechnologickych metod. Soutasné vysledky a poznatky
biotechnologického vyzkumu (embryokultury, prasnikové kultury, somatick4 embryo-
geneze a regenerace rostlin z protoplast) poskytuji dobry ziklad pro usp&sné vyuZiti
technik somatické hybridizace v mezidruhovém kfiZeni u rodu Cucumis. Pro tuto praci
se ukazuje jako nezbytné rozpracovani a vyuZiti metod pro stanoveni biochemickych
markeri (napf. izoenzymové variability). Jejich pouZiti se ukazuje jako velmi efektivni
zejména pfi Slechténi na rezistenci k chorobam.
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Biotechnological methods in breeding of cucurbit vegetables

The spread of genetic diversity of cucumber (Cucumis sativus) is in a close corre-
lation to the solving of the problem of inter-specific hybridization within the genus
Cucumis. Classical methods were not successful till now to obtain fertile hybrid plants.
As a prospective the use of some biotechnological methods seems to be in this direc-
tion. This is mainly the case of embryocultures and the fusion of protoplasts. In this
association, the use of some biochemical methods seems to be very purposeful, e.g.
the study of a spectrum of isoenzymes as genetic markers. Inter-specific hybridization
between C. sativus and C. melo is now considered as the most important. Its successful
materialization should lead to the formation of materials with resistance to the number
of serious diseases of cucumbers, especially downy mildew of cucurbits (Pseudo-
peronospora cubensis) and powdery mildew (Erysiphe cic oracearum and
Sphaerotheca fuliginea).

Ing. Ales Lebeda, CSc,
SEMO, Slechtitelskd stanice zelenin, 798 17 SmrZice
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Upozornéni pro prispévatele a &tenai'e ¢asopisu
ROSTLINNA VYROBA

Pro lepsi zpfistupnéni vysledkii naSeho vyzkumu zahrani¢i rozhodla re-
dakeni rada €asopisu Rostlinnd vyroba uvefejiiovat prioritni védecké prace
v anglickém jazyce. Prace musi byt do redakce zaslana v anglitiné (za
jazykovou spravnost odpovida autor), bude obsahovat kratké anglické resumé
a bude doplnéna rozsifenym Ceskym, resp. slovenskym souhmem.

Dile upozoriiujeme autory i ¢tendfe, Ze pfispévky uvefejiiované v Eesting,
resp. slovenstiné budou obsahovat kratky Cesky, resp. slovensky souhrn
a rozsifeny, podrobné zpracovany anglicky souhm (s odkazy na tabulky
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PREDBEZNE SDELENI

PYLOVA EMBRYOGENEZE A PRODUKCE HAPLOIDU U PICNICH
TRAV

J. Janetek

VyuZiti haploidi a homozygotnich linii ve Slecht€ni novych odriid picnich trav je
mimofadné ldkavé. U diploidnich a polyploidnich cizosprasnych druhi trav je moZné
na haploidni trovni analyzovat zaloZeni geneticky podminénych znaki mnohem lépe
a bezprostfednéji. Po pfevodu haploidi na homozygotni linie a jejich nasledné analyze
Ize provadét zame&mé kfiZeni a vybéry nejvhodnéjSich potomstev. Haploidni genotypy
mohou byt také idedlnim zdrojem protoplasti pro parasexudlni hybridizaci, genové
manipulace, pfenos genl a ziskavani transgenoznich rostlin. Z tohoto divodu patfi
rostlinné biotechnologie ve 3lechténi picnin ke strategickym oblastem (Nijs,
Elgersma, 1991).

Prvni pokus o ziskéni haploidi z prasnikovych kultur jilku vytrvalého byl proveden
pred 20 lety (C 1a p h am, 1970). Do roku 1987 byly pouZity riizné zpiisoby ziskavéni
haploidi (aplikace gametocidi, kultivace celych kvétenstvi a jejich &asti, kultury
prasniki a mikrospér); uZivané postupy viak vedly k negativnim vysledkim nebo byly
ojedinéle ziskdny kompletni, pfevaZn¢ albinotické rostliny (Andersen et al,
1991). Obdobny stav byl také unas Jane&ek, 1991).

Diky mimofddnému 1sili mnoha tymi pracujicich s obilninami a novym postupiim
(X u, 1990) se viak situace zménila, coZ umoZnilo ziskavat haploidy v $ir$im méfitku
také u picnich trav.

V souasné dob¢ nejefektivnéj$im postupem ziskdvani haploidd trav je indukce
pylové embryogeneze v kulturach prasniki a jednojadernych mikrospor (Olesen
et al, 1988; Boppenmeier etal, 1989, Janedek, 1991; Opsahl-
Ferstad, 1991). Pylovou embryogenezi viak ovliviiuje fada faktori (sloZeni kulti-
vatnich médii, genotyp, predpiisobeni, vyvojové stadium mikrospor, pozice pradniki
atd.). Ty maji vyznamny vliv na ziskani dostate¢ného mnoZstvi zelenych haploidi
a jejich nasledné vyufZiti ve Slechténi.

Pfedmétem tohoto sdéleni je analyza soucasného stavu ve svété i u nds.

PRINCIPY A FAKTORY PYLOVE EMBRYOGENEZE
Diferenciace mikrospér, déleni jader a nésledny vyvoj haploidniho kalusu nebo

pfim4 indukce pylové embryogeneze in vitro se u jilkd, kostfav a jejich hybridi li8i
od vyvoje mikrospér in vivo (R o s e et al., 1987b). U trav, tak jako u jinych druhd,
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byl prokazéan polymorfismus pfi vyvoji mikrospér pylovych zrn a dimorfismus z hle-
diska velikosti a vytvafeni mikrospér s diploidnim, neredukovanym poc¢tem chromo-
zémi (S ala etal, 1991). Pylova zma se podle potate¢niho déleni a dalsiho vyvoje
mohou vyvijet v podminkich in vitro riznymi zpisoby, které jsou ve svém prib&¢hu
znatné shodné se schématy, uvadénymi u obilnin (R ose et al, 1987b; Bajaj,
1990). Vlastni pylova embryogeneze in vitro je podminéna celou fadou faktord.

Genotyp

Vyznamna genotypova zavislost byla pozorovana ve viech pracich a u viech stu-
dovanych druhd trav. Andersen etal (1991) dosdhli v Dansku hybridizaci
responzivnich genotypi jilku vytrvalého zvySeni této schopnosti v potomstvech 10 aZ
50krat s produkci 11 aZ 59 zelenych rostlin na 100 prasnikii. Geneticka podmin&nost
tohoto znaku byla vysoka (57 aZ 73 % z celkové variability) a podafilo se kombinovat
geneticky podmin&nou schopnost vytvéfet pylovd embrya a regenerovat zelené rostliny
a soucasné dosdhnout odpovidajiciho stupn€ dominance pro oba znaky.

Po testovani 65 norskych genotypi L.perenne bylo prokazano, Ze existuji prikazné
rozdily mezi genotypy v jednotlivych populacich, aviak nikoliv mezi celymi popula-
cemi, a e viechny genotypy by mohly byt responzivni (Opsahl-Ferstad,
1991).

Boppenmeier etal (1989) pfi testovani 33 genotypi jilku vytrvalého ziskali
osm producentii zelenych rostlin s velmi vyraznymi rozdily v produkci pylovych
embryi a regeneraci zelenych a albinotickych rostlin mezi genotypy. Pylova embryo-
geneze byla pouZita k ziskani donori rezistence k BYDV (virové zakrslosti je¢mene).
Rovné€Z O lesen etal. (1988) zjistili, Ze mezi 30 di- a tetraploidnimi genotypy jilku
vytrvalého jsou znacné rozdily jak z hlediska responzibility pra$nikii a mirou vytvafeni
embryi, tak i regeneraci zelenych rostlin a tyto znaky spolu vzajemné nesouvisi.

Pivod a podminky péstovani donorovych rostlin

U genotypi jilku vytrvalého, kultivovanych v polnich podminkéch, bylo dvakrat
vice embryi na pradnik neZ u téch, které byly pfed odbérem péstovany ve skleniku
(Olesen etal, 1988). Lepsi reakce prasniki byla u rostlin pé&stovanych pfi 20 °C
neZ u rostlin péstovanych pfi 25 az 28 °C (R o s e et al.,, 1987a). Pfi péstovani dono-
rovych rostlin jilku mnohokvétého ve sklenikovych podminkach v zimnim obdobi byly
ziskany pylovou embryogenezi jen albinotické rostliny (Jane ¢ e k, nepubl.), ale
u donorovych rostlin jilku vytrvalého, kostfavy rakosovité a hybridi Lolium x Festuca,
péstovanych v polnich podminkach s pfirozenou jarovizaci, byly ziskany kompletni
zelené i albinotické rostliny Janecek, 1991). Boppenmeier etal (1989)
dosahli dobrych vysledki u rostlin jilku vytrvalého péstovanych v polnich podminkach
i u t&ch, které byly jarovizovany v komofe pii 2 aZ 3 °C v reZimu 8/16 svétlo/tma tfi
mésice a pfeneseny do normalnich podminek do reZzimu 14/10.
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Predpusobeni

Rozsdhlejsi studie o vlivu ptedpilisobeni u jilkﬁ, kostfavy lu¢ni a hybridd Lolium
XFestuca realizovali R o s e et al. (1987a), ktefi stanovili zavislosti délky predpiiso-
beni vzhledem k uZitému typu média a genotypu. Optimalni délka predpisobeni byla
u L. temulentum a F. pratensis 28 dni pfi 7 °C, pro hybridy Lolium x Festuca 21 aZ
42 dni pti 4 °C. Pfi sledovéni vyvoje mikrospor u téchto druhti prokazali, Ze délka
pfedpisobeni ma znafny vliv na vyvoj ur€itych ¢asti stény praSniku a nasledné na
aktivaci vyvoje mikrospor, které jsou s touto st€nou v kontaktu. Tento vliv se uplatnil
v podminkéch jak in vivo, tak in vitro.

Vétsina praci v8ak uvadi predplsobeni 2 aZz 5 dnt pfi 4 °C. Jak vyplynulo ze
srovnani, jednotlivé genotypy reagovaly na délku ptedpisobeni chladem 4 aZ 7 °C
velmi rozdiln€. Nékteré genotypy jilku vytrvalého reagovaly velmi dobfe i bez pfedpi-
sobeni (B ante etal, 1990), hybridy Lolium multiflorum X Festuca arundinacea po
2dnech (Janecek, 1991). Olesen etal (1988) uvadéji pro danské genotypy
jilku vytrvalého 3 aZ S dnti pfi 3 aZ 5°Ca Rose etal (1987a) 5 aZ 14 dnii pro
kostfavu lu¢ni. U n€kterych genotypi se s prodluZujici délkou predplisobeni embryo-
geneze vyrazné sniZovala (R o s e et al,, 1987b).

Vyvojové stadium mikrospér

Nejcastéji jsou ke kultivaci uZivany ty prasniky, jejich? mikrospory se nachazeji ve
sttednim aZ pozdnim jednojaderném stadiu vyvoje; (Olesen etal, 1988, (Bop -
penmeier etal,1989; Andersen etal, 1991). V né€kterych pfipadech byly
pouZity jednojaderné mikrospdry ve velmi raném stadiu, prakticky po jejich uvolnéni
ztetrdd Janecek,1991). R o se etal (1981a) zjistili, Ze jednojaderné mikrospo-
ry ve stfednim stadiu vyvoje se po 21 dnech pfedpisobeni zménily na dvoujaderné
s naslednym rozdilnym typem vyvoje, souvisejicim s dimorfismem mikrospér. Po
3 dnech kultivace se mikrospory vyvijely typem A nebo C se zietelnymi rozdily mezi
jednotlivymi klasky. Rovné€Z v ramci klaski byl sledovan rizny typ vyvoje mikrospor
s tim, Ze jeden pfevladal nad ostatnimi. U nékterych genotypt jilku byl zjistén v sou-
vislosti s pylovym dimorfismem vyvoj neredukovanych diploidnich pylovych zrn (aZ
100 %), coZz miiZe byt pfi¢inou heterogenity pylu (Sala et al.,, 1989) a pfifinou
rozdilné responzivity. RovnéZ spontanni diploidizace haploidii nemusi byt tak Casta,
nebot rostliny by mohly vznikat i z neredukovanych diploidnich mikrospor.

SloZeni kultivaéniho média

Vétsina uspé$nych experimentt uskutenénych v posledni dobé vychézela z novych
formuli sloZeni kultiva¢niho média. Agar byl doplnén bramborovym extraktem, pii-
padné nahrazen Skrobem nebo gerlitem. Sachar6za byla ¢asto nahrazena maltézou. Pro
kultivaci pradnikd jilku vytrvalého se osvédCila média s 90 g/l je¢ného Skrobu pro
induk¢éni médium a s gerlitem pro dop&stovani embryi (Boppenmeier et al,
1989), ktera svym sloZenim vychazela z médii uZivanych pro obilniny. Opsahl-
Ferstad (1991) vyzkousela média 109-2 a P II doplnéna riznymi koncentracemi
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aktivniho uhli, pfi¢emZ nejlepSi pro tvorbu embryoidd bylo médium 109-2, naproti
tomu nejvice zelenych rostlin bylo odvozeno na médiich P II s 2 g aktivniho uhli. Na
médiich LS a LS-Bante nebyla tvorba embryoidi viibec zaznamenana. Média s aga-
rozou, sladinkovym extraktem a gerlitem byla pouzita pro kultivaci pradniki jilku
vytrvalého, kostfavy rakosovité a hybridi Festuca x Lolium (Jan e € e k , 1991). Jako
vhodné se ukdzalo pouze médium s gerlitem a maltézou . Kultivace mikrospor jilku
vytrvalého v tekutych médiich doplnénych ficollem v atmosféfe CO; je zkoulena
v sou¢asné dob€ v Nizozemi (B o u t e r, 0s. sd€l.) a postup vychazi z udaji ziskanych
u p3enice.

Pro indukci pylové embryogeneze byla uZita média pro obilniny bez jakychkoliv
zmén ve sloZeni ristovych reguliatori- PII (O le s en et al., 1988) nebo bylo sloZeni
modifikovino. Boppenmeier etal (1989) uZili pro indukci pylové embryoge-
neze u jilku médium FOROUGHI-WEHR , u kterého byla IAA nahrazena 2 mg/l NAA.
Pro regeneraci rostlin bylo pouZito totéZ médium s 1 mg/l NAA a 0,4 mg/l BAP se
30 g/1 sacharozy a 0,2 % gerlitu. R o s e et al. (1987a, b) pouZili médium doplnéné
1,5 mg/l 24 D a 0,5 mg/l kinetinu. Janecek (1991) pouZil médium s gerlitem
a maltézou doplnéné 0,5 mg/1 NAA, 0,5 mg/l dicamby (DC) a 1 mg/1 BAP pro indukci
pylové embryogeneze u hybridi Lolium x Festuca a jilku mnohokvétého (Jane -
¢ e k, nepubl.). Pro regeneraci rostlin bylo pouZito médium N¢ s 0,2 mg/l 2,4 D, 45
g/l maltoézy, 15 g/l sacharézy a 1,6 % gerlitu.

Vhodna média mohou u responzibilnich genotypil vést ke zvySené produkci embryi.
Jakuvedla Opsahl-Ferstad (1991), na modifikovanych médiich bylo u jilku
ziskano 900 aZ 1500 embryi na 100 pra3nikil, zatimco na klasickych médiich
(Linsmaier, Skoog, 1965) a LS-BANTE (Bante et al, 1990) nebyla
vytvofena Zidna embrya nebo jich bylo jen velmi maélo.

Kultivaéni podminky

V kulturdch pradnikd jilku vytrvalého byl sledovan vliv kultivacni teploty
(Boppenmeier etal, 1989). Po ¢tyftydenni kultivaci pranikd L. perenne pfi
22 a 30 °C byly mezi genotypy zjiSt€ény znacné rozdily. Nartst kalusd a lepsi dife-
renciace zelenych rostlin byla u nékterych genotypi lepsi pti 22 °C, u jinych pfi 30 °C.
Nejéastéji byly prasniky kultivovany v temnu a teploté 24+2 °C po 4 aZ 6 tydn, pylova
embrya a zelené rostliny pak na svétle pfi stejné teploté.

Embryogeneze a regenerace rostlin, problém albinismu

Jak bylo uvedeno, na vytvafeni pylovych embryi a naslednou regeneraci rostlin ma
znacny vliv genotyp, predplisobeni a sloZeni kultiva¢niho média. Geneticky podminéna
responzivita pro tvorbu kalusli, mira vytvéafeni pylovych embryi a produkce zelenych
rostlin jsou znaky na sob& nezdvislé. Hybridizace vysoce embryogennich genotypi
a producentd zelenych rostlin v8ak miZe vést k vyraznému zvyseni podilu zelenych
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rostlin na 100 prasniki (Andersen et al, 1991). Produkce zelenych rostlin je
vyslednici tfi veli¢in: produkce embryi na 100 pra3nikd, regenerace rostlin na
100 prasdniki a procenta zelenych rostlin na 100 prasnikd.

PrestoZe po roce 1987 nastal pfelom v regeneraci rostlin z praSniki, ¢asty vyskyt
albinismu limituje vyuZiti androgenetickych rostlin v praktickém Slechténi. Olesen
et al. (1988) ziskali u jilku vytrvalého 463 zelenych rostlin, coZ pfedstavovalo 3,6 %
z celkového poltu odvozenych rostlin a 1 aZ 2 zelené rostliny na 100 prasniki.
Opsahl-Ferstad (1991) ziskala u jilku 75 % albinotickych rostlin a 8 zele-
nych rostlin na 100 prasniki. Jan e & e k (1991) ziskal u hybridd Lolium x Festuca
38 zelenych rostlin (73 %), coZ pfedstavovalo 6,9 rostlin na 100 pradnikd. Jak bylo
uvedeno, v Déansku byl tento problém Castené vyfeSen hybridizaci vysoce embryo-
gennich genotypi spolu s producenty zelenych rostlin a v potomstvu byly nalezeny
genotypy produkujici aZ 59 zelenych rostlin na 100 prasniki.

Cytologie a segregace lokusu izoenzymovych markeru

Cytologické analyzy regeneranti z praSnikovych kultur ukazaly, Ze vétSina rostlin
byla haploidnich. O1esen etal. (1988) uvadéji, Ze z androgenetickych rostlin bylo
50 aZz 60 % spontanné diploidnich, 50 aZ 40 % zistalo haploidnich. U spontannich
diploidd bylo prokadzano, Ze $lo o dihaploidizaci (Hayward et al., 1990).
Boppenmeier etal (1989) udavaji, Ze u jilku vytrvalého bylo 70 % haploidi,
29 % diploidy, 1 rostlina byla tetraploidni, 1 triploidni a par polyploidnich. Jane -
¢ ek (1991) zjistil, Ze .viechny rostliny ziskané z pradnikovych kultur hybridi jilku
a kostfavy byly haploidni (dihaploidni) s potem chromozémi n=14. Opsahl-
Ferstad (1991) zjistila, Ze 80 % zelenych rostlin jilku, které byly zkouméany, bylo
haploidnich.

Na zdklad€ segregace izoenzymovych systémi PGI, GOT a EST u donorovych
a ziskanych rostlin bylo prokdzano, Ze vétSina diploidi pochazejicich z heterozy-
gotnich donorovych rostlin byla homozygotni (Hay ward etal., 1990), aviak segre-
gace alel neodpovidala o¢ekdvanému mendelistickému §té€peni. U riiznych donorovych
rostlin byly selektovany riizné alely tak priikkazné, Ze 1ze predpokladat vazbu mezi geny
pro schopnost regenerovat zelené rostliny, letAlnimi geny a alelami izoenzymovych
_ systtmi. Opsahl-Ferstad (1991)naziklad¢ analyzy zelenych rostlin pomoci
PGI a GOT zjistila, Ze né€které diploidni rostliny byly heterozygotni a nékteré mély
jinou strukturu zymogrami neZ donorové. Janecek,DoleZal (1992) zjistili
u rostlin odvozenych z pra$nikovych kultur hybridi jilku a kostfavy, Ze zelené i albi-
notické rostliny bylo moZno zafadit do &tyf zdkladnich skupin na ziklad€ podobnosti
spekter EST, které viak nekorespondovaly s jejich za¢lenénim do tii morfologicky
odli$nych typi. V souvislosti s astym vyskytem spontannich diploidd u jilku je zaji-
mava prace (Sala et al., 1989) upozoriujici na ¢asty vyskyt neredukovanych 2n
pylovych zrn (u nékterych genotypi az 100 %). V nékterych pfipadech by mohly byt
spontanné diploidizované rostliny vlastné dihaploidy.
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MOZNY VLIV NA SLECHTITELSKE POSTUPY, SLECHTEN{
A PESTOVANI TRAV

Na zikladé hybridizace vybranych, vysoce responzivnich genotypt a analyzy jejich
potomstev bylo prokdzano, Ze schopnost produkce zelenych haploidi pylovou embryo-
genezi byla ve srovnani s vychozimi genotypy 10 aZ 50krat vy38§i (Halberg etal
- cit. Andersen et al, 1991). Snaha o pfenos responzibility z vysoce
responzivnich genotypi tzv. induktori do hospodafsky vyznamnych genotypt by prak-
ticky znamenala, Ze by bylo moZné ziskdvat haploidy od v8ech poZadovanych geno-
typi. Tim by zirovedi bylo umoZnéno zvyseni schopnosti indukovat pylovou
embryogenezi i u induktord.

Haploidni genotypy cizospra$nych druhl picnich trav maji pro Slechténi novych
odrid mimofadny vyznam pro relativné rychlé ziskani homozygotnich linii. Pfi pouZiti
metod genetického inZenyrstvi je pfenos genti a detekce jakychkoliv zmén na haploidni
urovni mnohem jednodu3si a snazsi. Velky vyznam ma i negativni selekce letdlnich a
semiletalnich geni a jejich vazbovych skupin z vychozich materidld. To by mohlo vést
ke zvySeni vitality novych odrid.
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Pollen embryogenesis and haploid production in herbage grasses

The contribution sumarizes the knowledge obtained till now, the present state and
prospects of production and the use of haploids in herbage grasses. The effect of
different factors limiting the pollen embryogenesis and achieving the haploids is com-
mentated on the results proper and the literature data. The use of haploids in breeding
is discussed in conclusion.

RNDr. Josef Janed&ek, CSc.,
Univerzita Palackého, prirodovédeckd fakulta, 771 46 Olomouc
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INFORMACE

VYUZITI BIOTECHNOLOGICKYCH POSTUPU PRI PRODUKCI SADBY
BRAMBOR V CESKE REPUBLICE

F. Novak, A. Krpalkova

Ziskavani vychoziho materidlu v podminkach in vitro pfinasi fadu vyhod, pro které
se tato metoda uplatnila pfi produkci sadby brambor v rozvinutych i rozvojovych
zemich svéta. V n€kterych zemich (Dansko, Kanada aj.) je ziskdvan vychozi material
pro mnoZeni brambor z rostlin in vitro Uplné, v jinych zemich (Nizozemi, SRN) z pod-
statné Casti.

Biotechnologické metody se zaCaly ve vyspélych zemich svéta uplatiiovat pii mno-
Zeni sadby brambor v 70. letech. PfestoZe u nas prvni prace v této oblasti byly zahajeny
jiZ v 60. letech, prvni praktické vysledky s vyuZitim tkafiovych kultur byly ziskany ve
VUB v Havli¢kové Brodé aZ v poslednich deseti letech. Nejprve byly ovéfeny metody
ozdravovani od viri, mikropropagace a kultivace in vitro, pozd&ji byly rozpracovany
postupy pii vedeni rostlin v technickych izolatech, kontrola zdravotniho stavu a kontro-
la pravosti mnoZenych merikloni.

Od roku 1991 je v provozu nové pracovisté biotechnologii VUB v Havlickové
Brodé. Na tomto pracovisti jsou vytvofeny pfedpoklady pro uchovavani genotypi
brambor v podminkach in vitro, pro tvorbu novych genotypi a pro mnoZeni vychoziho
materialu pro produkci sadby brambor. Z pracovi$té jsou odébrateliim dodavany rostli-
ny in vitro, zakofenéné rostliny v plivodnim substratu a hlizy z technickych izolatd.
Skute¢nou produkci zakofenénych zkumavkovych rostlin intenzivniho mnoZeni odriid
a kiiZzenci v roce 1992 udava tab. 1.

Je ptedpoklad, Ze ro¢ni produkce rostlin brambor se bude na pracovisti biotechno-
logii VUB v Havli¢kové Brodé dale zvySovat. MnoZeni brambor v podminkéch in vitro
zahdjily ve spoluprici s timto pracoviStém i dalsi firmy.

I. Produkce rostlin brambor zakofen&nych ve skleniku na pracovisti biotechnologii VUB Havlikiiv
Brod v roce 1992

Odbératelé rostlin Podty rostlin (tis. kusit)
Slechtitelské stanice 54
Ostatni zem&dé&lské podniky 146
Rostliny pro produkci hliz na vlastnim pracovisti 37
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Do roku 1992 byl hlizovy materiil z tkafiovych kultur po pfemnoZeni v polnich
podminkach pfihlafovan k uznavacimu fizeni pouze na 3lechtitelskych stanicich.
Rozsah t&chto ploch je uveden v tab. II.

II. Plochy porosti pfihli%ené k uznivacimu fizeni ve stupni S1 na $lechtitelskych stanicich ze
zdkladniho materidlu pivodem z tkafiovych kultur (TK)

Rok Vyméra porostii S1 z TK | PhhldSené plochy S1 celkem | Podil ploch S1 z TK
(ha) (ba) (%)

1989 5,0 128,8 3,88

1990 23,5 97,5 24,10

1991 16,5 133,4 12,37

1992 40,7 207,8 19,59

V roce 1992 byly k uznavacimu fizeni pfihlaSeny prvni plochy pfimo u zemé-
délskych druZstev a soukromych zemé&délci, které byly osazeny hlizami sklizenymi
z technickych izolatd. Postupné se i na Slechtitelskych stanicich vytvafeji technické
podminky k tomu, aby porosty pfihlaSované ve stupni S1 byly vysazovany pfimo z hliz
sklizenych z technickych izolatl. V3echny S3lechtitelské stanice rovnéZ vyuZivaji
moZnosti ziskat vyuZitim tkafiovych kultur rozsihly zdravy vychozi materidl pro mno-
Zeni nové povolenych odrid.

Z uvedeného je ziejmé, Ze po obdobi ové&fovacich pokusil v 80. letech se na zatatku
90. let prosazuje vyuiti tkafiovych kultur pfi produkci sadby brambor v Ceské republi-
ce jiZz jako standardni metoda. Diky jejimu vyuZiti a zdokonaleni je moZné zvysit
kvalitu sadby u nas.

Ing. FrantiSek Novdk, CSc.,
Vyzkumny ustav brambordfsky, 580 03 Havli¢kiv Brod
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INFORMACE

BIOTECHNOLOGIE - VYZKUM A VYUZITI VE SLECHTENI
KULTURNICH ROSTLIN

A. Horak

Pod vy3e uvedenym nazvem byl v CR v roce 1991 otevfen novy resortni vyzkumny
tikol (R 329 103) financovany z dotaci MZe CR a z vlastnich zdroji feSitelskych
pracovit. V této souvislosti vznika otizka (1), jak a kdy nové techniky v molekularni
biologii navaZi na sp&ch tradi¢niho 3lechténi u krmnych a potravinafskych plodin,
nebo (2), zda tyto techniky pfisp&ji k rozSifeni plodin produkujicich zajimavé a pri-
myslové vyuZitelné findlni produkty (energie, vldkna, olej).

Ceska republika diky relativné dostatetnym, v minulosti nékdy vSak nespravné
cilenym investicim do vyzkumu rostlinnych biotechnologii dnes disponuje siti fungu-
jicich a pomé&rmné stabilizovanych biotechnologickych laboratofi roztrouSenych zejména
v tzv. plodinovych vyzkumnych tstavech, ale i v tistavech Ceské akademie véd, na
né&kterych vysokych 8kolach i ve $lechtitelskych stanicich. Vyzkumny kol R 329 103
tato pracovisté¢ strukturdlné¢ propojuje na horizontdlni \rovni, netvofi definitivné
uzaviené schéma, ale naopak ptedstavuje dynamicky model umoZiujici jeho manage-
mentu pohotov€ reagovat na vécné, organizatni a finan¢ni podnéty. Projekt je profi-
lovan tak, aby vystupy af jiZ ve form& novych $lechtitelskych materiali &i
experimentalnich metod adresné slouZily potfebam nejen védy jako takové, ale i prak-
tickému Slechténi. 4d hoc sestavené tymy se soustfedily na cilené vybrany soubor
objetil polnich, ovocnych, okrasnych a lesnich rostlin (dfevin) v deviti dil¢ich ukolech:
— Genetické inZenyrstvi ve $lechténi obilnin (VURYV, Praha - Ruzyné),

— Vyzkum a vyuZiti biotechnologickych metod pro tvorbu vychozich Slechtitelskych
materiald luskovin (VUTPL, Sumperk),

— Cilen4 tvorba picnin technikami genetického inZenyrstvi (VUP, Troubsko),

— Metody explantitovych kultur, buné¢nych a genovych manipulaci - aplikace ve
Slechténi technickych plodin (VUTPL, Sumperk),

— Rostlinné biotechnologie ve $lechténi bramboru (VUB, Havlitkiv Brod),

— Bunéné a genové manipulace v genetice a Slechténi zeleniny (Allium, Brassica)
a fepy (VSUZ, Olomouc),

— Rostlinné biotechnologie ve Slechténi ovocnych rostlin (VSUO, Holovousy),

— VyuZiti explantitovych kultur, buné¢nych a genovych manipulaci ve Slechténi
okrasnych rostlin (VUOZ, Prithonice),
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— VyuZiti explantatovych kultur, bun&nych a genovych manipulaci pfi mnoZeni
a Slechténi lesnich stromi a pfi zachran& genofondu lesnich dfevin (VULHM,
Jilovist€ - Strnady).

Podle dostupnych informaci (Milbourn, 1992) se ve svét& zatim podafilo
geneticky transformovat asi 30 rostlinnych druhi (v&etng jedné tfetiny hlavnich plodin).
Prakticky vyuZitelné vysledky jsou v8ak pomémné uzce vymezeny: jde spise o toleranci
k herbicidiim (nap¥. fepky olejky a cukrovky ke glyphosatu), vinim a hmyzu neZ o do-
sahovani vy38ich vynosi ¢&i zlepSené .kvality. Pfitom usp&3né&j§i jsou experimenty
s dvoudéloZnymi rostlinami jako brambor, rajée, soja a bavinik. JednodéloZné rostliny
(obilniny) se obtiZné&ji modifikuji, jsou komplikovan&j8i z hlediska stability gent
a jednotlivé znaky jsou determinovany komplexem multigennich faktort.

Teprve za 10 aZ 25 let zfejm& genetické inZenyrstvi pozitivné ovlivni vynosy
a kvalitu plodin. Za strategické zaméry jsou povaZovany:

— modifikace ristu kofeni a zvySeni suchovzdornosti,

— zvySeni produkce celkové biomasy jako vysledku ucinné&jsi fotosyntézy,

— manipulace s vizanymi mastnymi Kyselinami u nékterych olejnin mirného pasma
pro vyuZiti v olejafském, farmaceutickém a chemickém priimyslu,

— roz8ifeni nepotravniho vyuZiti pomoci modifikaci plodin jako hrach, brambor
a cukrovka k nihrad® pektind, $krobu a cukri v priimyslovych procesech,

— transfer fixace dusiku do komer¢né uZitkovych obilnin, ktery si viak podle predpo-
védi odbornikli vyZad4 jesté alespoii 30 let,

— tvorba rostlin jako zdrojii biomasy pro produkci papiru, paliv a $krobu.

Prace uvetejnéné v Cisle 2/1993 &Easopisu Rostlinnd vyroba dokumentuji tiroveii
vyzkumu rostlinnych biotechnologii v CR zamé&fenych na aplikace ve $lechténi.

Ing. Antonin Hord k, CSc.,
Vyzkumny ustav technickych plodin a luskovin, 787 01 Sumperk
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