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Streszczenie. Materialem badawczym byly pylniki pszenzyta ozimego odmiany Tornado, Kazo,
Bogo, Sekundo, Kitaro i Hewo oraz rodu SZD B 154 hodowane w kulturach in vitro. W dos$wiadczeniu
wykorzystano $wiatlo lasera helowo-neonowego dzialajacego w przedziale $wiatla czerwonego o dhugosci
fali 632 nm. Pylniki uzyte w kulturach in vifro pobierano z roSlin otrzymanych z ziarniakéw napro-
mieniowanych $wiatlem lasera i z roélin kontrolnych. W drugim wariancie wykorzystano czg$¢ rolin
kontrolnych, naéwietlajac pylniki bezposrednio przed wytozeniem na pozywke. Pylniki, pochodzace z obu
wariantow stosowania $wiatla lasera, hodowano w kulturze in vitro analizujac przebieg procesu
androgenezy. Liczba uzyskanych kalusow na 100 wykladanych pylnikéw wskazuje na biostymulujace
dziatania éwiatla lasera w porownaniu z kombinacja bez naswietlania (kontrola). Efekt biostymulacji byt
widoczny zardwno w odniesieniu do pylnikéw pochodzacych z roglin uzyskanych po na$wietlaniu
ziarniakéw, jak rowniez po bezposrednim naswietlaniu pylnikow. Liczba uzyskanych roslin albinotycznych
dla wiekszosci odmian byta wyzsza w kombinacjach ze $wiatem lasera, nie obserwowano natomiast
jednoznacznego oddzialywania $wiatla lasera na zwiekszenie liczby zielonych ro$lin.
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WSTEP

Laser jest zrodtem $wiatta emitowanego w zakresie od ultrafioletu (ponizej
dlugosci fali 400 nm), zieleni (okoto 500 nm), czerwieni (600 nm) i podczerwieni
(powyzej 850 nm). Ten typ $wiatla, tatwy do zogniskowania, paralelny, koherentny, o
okreslonej dhugoéci fali w granicach 1 nm, moze zosta¢ z powodzeniem wyko-
rzystany do na$wietlania roznorodnych obiektow biologicznych.
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Swiatlo lasera, jako waski strumien energii elektromagnetycznej o whasciwos-
ciach skupiajacych, monochromatycznych i polaryzacyjnych oddziatuje w sposéb
specyficzny na material genetyczny komorki, powodujac w wyzszych dawkach
uszkodzenia chromosoméw i wywolywanie zmian o charakterze mutacyjnym [3,15].
Promienie lasera oddziatujac na skiadniki tahcucha oddechowego moga aktywizowaé
enzymy lub ogranicza¢ ich dzialanie, zwickszaé szybko$¢ syntezy ATP i liczebnosé
mitochondriéw w komérce przy aktywizacji ukladu immunologicznego catego
organizmu. [12,8]. Odzwierciedleniem biostymulujacego charakteru $wiatla lasera na
nasiona jest wzrost indeksu mitotycznego w komérkach merystematycznych [7]
i zdolnosci kietkowania [9], oraz przyépieszenie wzrostu kietkow, koleoptyli i ko-
rzonkdéw zarodkowych [2], a takze lepsze i bardziej wyréwnane wschody [4],
przyspieszenie wzrostu siewek [17], dojrzewania [10] oraz wzrost plonu [6]. Okazuje
si¢ rOwniez, Ze laser z powodzeniem mozna stosowaé do indukowania biostymulacji
pytku migdzy innymi w celu lepszego osadzania ziaren u mieszaficow jeczmienia
przy niskim poziomie krzyzowalnosci rodzicow [5,11], stymulacji androgenezy
rozwoju mikrospor ziemniaka w metodzie pylnikowej [13] oraz stymulacji wzrostu i
rozwoju tagiewek pytkowych pomiedzy trudno krzyzujacymi sie gatunkami w
obrebie rodzaju Cuphea [19]. Naswietlanie ziarniakow przed krzyzowaniem, pylku
H.bulbosum oraz wyktadanych na pozywke niedojrzatych zarodkéw w metodzie
bulbosowej umozliwito wzrost efektywnosci zastosowanej metody, wyrazonej liczbg
uzyskiwanych linii DH jeczmienia [1,16] .

Celem przeprowadzonego eksperymentu bylo okreélenie wplywu $wiatla
lasera na proces androgenezy u wybranych odmian pszenzyta ozimego.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowity pylniki sze$ciu odmian: Tornado, Kazo, Bogo,
Sekundo, Kitaro i Hewo oraz rodu hodowlanego SZD B 154 pszenzyta 0zimego.
Do na$wietlan obiektow uzyto laser helowo-neonowy przygotowany przez Cen-
trum Techniki Laserowej w Warszawie. Laser ten emituje fale o dlugosci 632 nm
w przedziale $wiatla czerwonego o mocy 24 mW i jednostka mocy $wiatta na
padajacy obiekt, wynoszaca 1 mW-cm™,

Zastosowano dwa warianty na$wietlania. W pierwszym, pylniki uzyte w kul-
turach in vitro pobierano z ro$lin otrzymanych z ziarniakéw napromieniowanych
laserem przez 45 minut oraz z ro$lin kontrolnych. Cze$¢ roslin kontrolnych
zostala wykorzystana w drugim wariancie, gdzie naswietlaniu poddano bez-
posrednio pylniki przez okres 5 i 15 minut. Pylniki pochodzace z wariantu 1 i 2
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oraz z kombinacji bez na$wietlania (kontrola) pobierano ze $rodkowej partii klosa
w fazie §rednio lub pdzno jednojadrowej, po czym hodowano w warunkach in vitro
umieszczajac je na pozywce indukujacej kalus — C17 [18] z dodatkiem 1 mg 2,4 D
i 1 mg picloramu na litr pozywki. W kazdym powtérzeniu dla jednej kombinacji
(odmiana x laser) wykladano po 100 pylnikéw. Caly eksperyment przeprowadzono
w trzech powtorzeniach. Hodowlg pylnikoéw prowadzono przez 8 tygodni w zaciem-
nieniu w temperaturze 26° C. Powstaly w tym czasie kalus przektadano na pozywke
regeneracyjng 190-2 [20] z dodatkiem 0,5 mg kinetyny i mg NAA. Kalus embrio-
genny pozostawat na pozywce regeneracyjnej az do wytworzenia pedow.
Efektywno$¢ procesu adrogenezy w obu wariantach mierzono liczba uzyski-
wanych kaluséw na 100 wyktadanych pylnikéw (w trzech powtdrzeniach) w po-
réwnaniu z kombinacja kontrolna. Ze wzgledu na mata ilo$¢ otrzymanych roélin
albinotycznych oraz zielonych, ich liczb¢ podano w odniesieniu do 300 (suma
pylnikéw wyltozonych na pozywke w trzech powtorzeniach) wyktadanych pylnikow.

WYNIKI I DYSKUSJA

Mimo nielicznych danych literaturowych $§wiatlo lasera wykorzystuje sig
w metodach kultur in vitro. Z powodzeniem stosowano je do podniesienia efek-
tywnoéci uzyskiwania haploidow w metodzie bulbosowej poprzez: krzyzowanie
roé$lin pochodzacych z na$wietlanych ziarniakow Hordeum bulbosum [1],
naéwietlanie wykladanych na pozywke niedojrzatych zarodkéw [16] oraz nas-
wietlanie pytku H. bulbosum do zapylenia H. vulgare. Z wyjatkiem badan
ziemniaka [13,14], brakuje niestety danych literaturowych na temat wyko-
rzystania §wiatta lasera do stymulacji androgenicznego rozwoju pytku. W tabeli 1
przedstawiono liczbe uzyskanych kaluséw na 100 wyktadanych pylnikow,
w kombinacjach z $wiatlem lasera i kombinacji kontrolnej. Niezaleznie od tego
czy wykladano pylniki pochodzace z roélin uzyskanych z na$wietlanych
ziarniakéw (wariant 1), czy z bezpoérednio naswietlanych pylnikéw (wariant 2),
$wiatto lasera u wszystkich badanych odmian ( z wyjatkiem Tornado — wariant 1)
wywolato wzrost liczby uzyskiwanych kalusow w poréwnaniu z kombinacja
kontrolng. Wskazuje to na biostymulacyjny wptyw lasera na efektywno$¢
androgenezy. W obu wariantach wielko$¢ efektu biostymulacji zalezna byta od
genotypu badanych odmian. Genotypowe réznice w reakcji na $wiatlo lasera w
kulturach pylnikowych obserwowano rowniez u ziemniaka [13], gdzie r6znica
pomiedzy dwoma rodami na 15 minutowa ekspozycje $wiatta wynosita az 70%.
W kom-binacji bez na$wietlania liczba uzyskanych kaluséw na 100 wyktadanych
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pylnikéw dla badanych form wynosita od 3,3% do 23,3%. W wariancie 1-szym
zakres zmienno$ci badanej cechy wynosit od 6,3-59,7%. Zdecydowanie naj-
wyzsza zdolno$cia do tworzenia kalusa charakteryzowala sie odmiana Kazo.
W wariancie drugim kombinacji z 5 minutowym naswietlaniem pylnikow zakres
zmiennos$ci wynosit od 10,3-42,3%, przy czym najwiecej kalusdw uzyskano dla
odmian Tornado i Kazo. Przy 15 minutowej ekspozycji $wiatla lasera liczba
uzyskanych kaluséw wynosita od 10,7-44,3% i réwniez w tym przypadku najbardziej
na $wiato lasera reagowaly odmiany Tornado i Kazo. Wysoka zdolnoéé do androge-
nicznego rozwoju pylku odmian Tornado i Kazo obserwowana w kontroli oraz we
wszystkich wariantach z laserem wskazuje na znaczna przydatnoéé tych odmian do
indukcji androgenezy.

Tabela 1. Wptyw $wiatta lasera na indukcje androgenezy wyrazona liczba uzyskanych kaluséw na
100 wytozonych pylnikéw u wybranych odmian pszenzyta ozimego

Table 1. Influence of laser light on the induction of adrogenesis expressed by a number of callus
obtained on 100 plated anthers for chosen cultivars of winter triticale

Liczba uzyskanych kalusow na 100 wytozonych pylnikéw
Number of callus obtained per 100 anthers plated

Naswietlanie . . Naswietlanie
N Naswietlanie o
. ziarniakéw — s pylnikéw — laser
Odmiany . pylnikéw - laser 5 .
. laser 45 min . . 15 min
Cultivars Kontrola . minut (wariant II) .
(wariant I) .. (wariant II)
Control o . Irradiation of anthers — ..
Irradiation of grains — . Irradiation of
. laser 5 min
laser 45 min (variant I) anthers — laser 15
(variant IT) min. (variant IT)
Tornado 21,3 6,3 42,3 40,0
Kazo 23,0 59,7 34,3 44,3
Bogo 5,3 20,0 18,3 17,0
Sekundo 10,3 11,0 26,3 35,3
Kitaro 12,6 13,6 16,3 16,6
SZD B 154 3,3 20,0 10,3 10,7

Hewo 15,0 15,7 20,0 19,0
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Tabela 2. Liczba roélin albinotycznych uzyskanych w wyniku androgenicznego rozwoju pylku dla

wybranych odmian pszenzyta ozimego
Table 2. A number of albino plants obtained from an androgenic development of pollen for some
chosen cultivars of winter triticale

Naswietlanie
ziaren — 45 min

Naswietlanie
pylnikéw — 15 min
(wariant II)

Naswietlanie
pylnikéw — 5 min

Odmiany Kontrola (wariant I) (wariant II) Irradiation of
Cultivars Control Irradiation of Irradiation of anthers —15 min
grains — 45 min anthers — 5 min n (vearriam 10
(variant I) (variant II)
Tornado 45 1 38 26
Kazo 0 10 23 2
Bogo 5 5 5 11
Sekundo 2 8 0 24
Kitaro 10 6 21 13
SZD B 154 0 1 0 3
Hewo 7 12 3 9

Tabela 3. Liczba zielonych ro$lin uzyskanych w wyniku androgenicznego rozwoju pytku u wy-
branych odmian pszenzyta ozimego
Table 3. A number of green plants obtained from an androgenic development of pollen for some
chosen cultivars of winter triticale

Naswietlanie

ziaren — 45 min

Naswietlanie
pylnikéw—15 min.
(wariant II)

Naswietlanie
pylnikéw -5 min

Odmiany Kontrola (wariant I) (wariant II) Irradiation of
Cultivars Control Irradiation of Irradiation of anthers- 15 min
grains — 45 min anthers — 5 min (variant II) ’
(variant I) (variant IT)
Tornado 0 0 0 2
Kazo 9 17 16 0
Bogo 7 0 0 0
Sekundo 14 3 0 8
Kitaro 0 0 16 0
SZD B 154 0 9 6 6
Hewo 38 4 0 0
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Liczba uzyskanych roélin albinotycznych (tab.2) oraz ro$lin zielonych
(tab. 3) wykazuje, ze §wiatlo lasera nie dziatato tu jednoznacznie stymulujaco, jak
w przypadku liczby kaluséw (tab. 1). W wariancie drugim obserwowano wigksza
liczbg roélin albinotycznych, anizeli w wariancie pierwszym. Swiatlo lasera
zwigkszato szczegolnie efektywnie liczbe rolin albinotycznych w obu wariantach
u odmiany Kazo, a redukowato u odmiany Tornado. Zaobserwowano bardzo
niejednoznaczny wplyw $wiatla lasera dla liczby zielonych roélin (tab. 3).

Generalnie liczba zielonych roélin byta niewielka, co utrudniato wyciaganie
obiektywnych wnioskéw dotyczacych wplywu lasera w obu stosowanych
wariantach. Dla niektérych odmian i to w zaleznoéci od wariantu naswietlania
liczba zregenerowanych ro$lin byta wyzsza anizeli w kombinacji kontrolnej
(Kazo, SZD B 154, Kitaro), a dla innych nizsza (Hewo, Bogo, Sekundo). Wyniki
te wskazujg, ze efektywnos¢ $wiatla lasera byla wyzsza na pierwszym etapie
androgenezy (liczba uzyskanych kaluséw), a ten pozytywny efekt nie przektadat
si¢ W proporcjonalnym, czy jednoznacznym wymiarze na wynik koncowy
efektywnoéci androgenezy. Wyniki uzyskane w odniesieniu do androgenicznego
rozwoju pylku ziemniaka [13] wskazuja takze, Ze wysoka warto$é stymulacji na
pierwszych etapach androgenezy (procent dzielacych si¢ mikrospor po7, 14121
dniach, liczba pylnikoéw tworzacych struktury makroskopowe) nie znajdowala
odzwierciedlenia w wyraznie wyzszej liczbie regenerowanych zielonych roslin.
Rowniez nasze badania sugeruja wplyw czynnikéw innej natury niz oddziaty-
wanie $wiatta lasera na efektywno$¢ procesu androgenezy, mierzonej liczba
uzyskanych zielonych roélin.

WNIOSKI

1. Swiatlo lasera w poréwnaniu z kombinacja kontrolna stymulowato andro-
geniczny rozwdj pytku wyrazony liczba kalusa mikrosporowego.

2. Najwyzsza liczbg kaluséw obserwowano u odmiany Kazo (zaréwno w kom-
binacji bez jak i z na$wietlaniem laserem) oraz u odmiany Tornado (W wariancie
z bezposrednim naswietlaniem pylnikéw). Wskazuje to na znaczny potencjat
androgeniczny odmiany Kazo w poréwnaniu z pozostatymi odmianami.

3. Stymulacyjny efekt lasera na pierwszym etapie androgenicznego rozwoju
pytku (liczba kaluséw) nie przekladat sie jednoznacznie na wzrost liczby
zielonych roglin, co wskazuje na to, Ze raczej czynniki innej natury decyduja o
efektywnosci tego etapu androgenezy.
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INFLUENCE OF HELIUM-NEON LASER ON ANDROGENESIS
IN SOME CHOSEN VARIETIES OF WINTER TRITICALE
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Abstract. Anthers of winter triticale of Tornado, Bogo, Sekundo, Kitaro, Kazo, Hewo and
SZDB 154 breeding lines served as an initial material for the present research. In the experiment,
the helium-neon laser operating in a red light range with a wavelength of 632 nm was applied.
Anthers used in in vitro cultures were selected from the plants obtained from the grains irradiated
with laser light and control plants (not irradiated). A part of control plants was used in the second
variant in which anthers were irradiated right before placing them on a medium. Anthers from both
variants of laser light irradiation were grown in an in vitro culture and the processes of androgenesis
were analyzed. The number of callus obtained per 100 plated anthers indicated a biostimulating
activity of laser light as compared to combinations without irradiation (control). This effect was
visible in the case of plated anthers derived from the plants with grain irradiation as well as from
directly irradiated anthers. The number of albino plants was higher in the combinations with laser
light irradiation but no synonymous effect was observed for the number of green plants obtained.

Keywords: androgenssis, anthers, biostimulation, laser, triticale




