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Agronomie performance of wheat doubled haploids produced through
wheat X maize crosses

Summary

Wheat x maize crosses are used as a method of wheat doubled haploid (DH)
production, alternative to anther culture. The study was conducted to compare
the agronomic performance of DH lines produced through wide crosses with
lines obtained by the single seed descent (SSD) method from the same plant ma-
terial. Fi progeny of spring wheat varieties: Eta x Sigma (both Polish) and Eta x
Darkhan 15 (Mongolian) were used for DH and SSD production. Doubled hap-
loids (DH3, DH4) and SSD (F5) lines from both genotypes were evaluated for
plant height, spike length, tillering, grain weight and number per plant and
1000 grain weight in a randomised, three replicated experiment. Mean perfor-
mance, coefficient of variation and frequency distribution of DH and SSD lines
were similar for most of the analysed traits. The comparison of the best 10°b of
DH and SSD lines from both crosses (selected or. the basis of grain weight per
plant) confirmed their similar performance. For the majority of the analysed
characters, the best DH lines derived from both DH populations did not differ
from better parents and check varieties. Ten percent of Eta x Sigma DH lines
performed significantly better for 1000 grain weight than both parental geno-
types, heterotic F, and check varieties. The results indicate that maize pollina-
tion system is an efficient method of producing high yielding homozygous lines
of wheat and it may be recommended for a wide use in wheat breeding
programmes.

Key words:
doubled haploids, wheat x maize crosses, wheat, Triticum aestivum, agrono-
mic performance.
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Analiza agrobotaniczna podwojonych haploidéw pszenicy

1. Wstep

Podstawowym warunkiem wykorzystania systemu haploidalnego w hodowli ro-
$lin jest dysponowanie wydajng metoda produkcji podwojonych haploidéw. Dla
pszenicy najczesciej stosowang metoda otrzymywania podwojonych haploidéw byty
dotad kultury pylnikowe, jednak od czasu, gdy Laurie i Bennett (1) po raz pierwszy
otrzymali haploidalne zarodki pszenicy w krzyzéwkach z kukurydza, technika ta
rozwineta sie w alernatywng do androgenezy droge uzyskiwania podwojonych ha-
ploidéw u pszenicy, stosunkowo tanig i tatwag do zastosowania w warunkach stacji
hodowli roslin (2-4). Przed wdrozeniem kazdej nowej metody do programéw ho-
dowlanych konieczne jest sprawdzenie, czy otrzymane linie (w tym przypadku linie
DH) stanowig réwnie wartosciowy materiat hodowlany, co linie wyprowadzone z wy-
korzystaniem tradycyjnych technik hodowli. Celem przedstawianych badan byto
przeprowadzenie analizy cech agrobotanicznych w populacjach linii DH pszenicy
(Triticum aestivum L.) otrzymanych na drodze krzyzowania oddalonego z kukurydza
(Zea mays L.) i okreslenie przydatnosci zastosowanej metody w hodowli pszenicy ja-
rej w Polsce. Prowadzone do$wiadczenia miaty odpowiedzie¢ na pytanie, czy linie
DH pszenicy wyprowadzone z pokolenia Fi okreslonych krzyzéwek rdznig sie pod
wzgledem cech agrobotanicznych od linii otrzymanych z tych samych materiatow
metoda pojedynczego nasiona (SSD - single seed descent).

2. Materiat i metody

Materiat wyjsciowy do otrzymania populacji podwojonych haploidéw oraz linii
SSD stanowito pokolenie F] dwdéch krzyzéwek miedzy odmianami pszenicy jarej:
Eta x Darkhan 15 oraz Eta x Sigma. Eta i Sigma to odmiany polskie, Darkhan 15 jest
odmiang mongolska. Rosliny Fi wykorzystano jako formy mateczne w krzyzéwkach
z kukurydzg do produkcji linii DH wedtug metody zaproponowanej przez Suenage
i Nakajime (5) oraz do otrzymania pokolenia F2, z ktérego wyprowadzono linie SSD.
Linie DH, wykorzystane do analizy cech agrobotanicznych, stanowity trzecie lub
czwarte pokolenie nasion otrzymanych w wyniku kolchicynowania haploidalnych
roslin. Linie SSD stanowity potomstwo F5 indywidualnych roslin prowadzonych me-
toda pojedynczego nasienia do pokolenia F4 wiacznie.

Populacje linii DH oraz linii SSD wyprowadzone z tego samego materiatu krzy-
z6wkowego zostaty wysiane wiosng 1999 r. na polu doswiadczalnym Hodowli Ro-
§lin ,,Piast” w tagiewnikach koto Kruszwicy. W doswiadczeniu wykorzystano naste-
pujace linie:

Eta x Darkhan 15 63 linie DH (43 DH4 i 20DH3),
53 linie SSD (F5);
Eta x Sigma 45 linii DH (13 DH4 i 32 DHB3),

102 linie SSD (F5).

BIOTECHNOLOGIA 2 (53) 72-79 2001 73



jListyna Guzy-Wr6belska i inne

Ponadto, jako kontrole wigczono do doswiadczenia formy rodzicielskie (odmia-
ny Eta, Darkhan 15 i Sigma), mieszarce pokolenia  oraz dwie odmiany wzorcowe
pszenicy jarej: Torka i jasna.

Poréwnanie linii DH i SSD pochodzacych z tej samej krzyzéwki przeprowadzono
w oparciu na doswiadczeniu zatozonym metodg losowanych blokéw, w trzech po-
wtoérzeniach. Nasiona linii DH i SSD, pokolenia F*, form rodzicielskich oraz odmian
wzorcowych wysiano w rzedach o dtugosci 2 m, w rozstawie 25 x 5,5 cm. W trakcie
zniw zbierano 10 roslin z kazdego rzedu stanowigcego powtdrzenie, w celu prze-
prowadzenia pomiaréw nastepujacych cech agrobotanicznych: dtugos$é zdzbta, dhu-
gos¢ kiosa, liczba zdzbet ktosonosnych, liczba ziaren z rosliny, masa ziaren z rosli-
ny, masa 1000 ziaren.

Dla oceny istotnosci roznic parametréw struktury plonu miedzy liniami DH i SSD,
poréwnano Srednie wartosci poszczeg6lnych cech dla populacji linii DH i SSD po-
chodzacych z tej samej krzyzowki za pomocg testu t Studenta. Zanalizowano zakres
zmiennosci poszczegdlnych cech struktury plonu w populacjach linii DH i SSD. Po-
réwnano takze poszczegélne parametry struktury plonu dla 10" najlepiej plonu-
jacych linii DH i SSD, ich form rodzicielskich, pokolenia Fi, $redniej wartosci cech
rodzicow (midparent) oraz odmian wzorcowych, stosujac dla oceny istotnosci réz-
nic test rozstepu LSD. jako kryterium wyboru najlepszych linii przyjeto mase ziaren
z rosliny. Obliczenia statystyczne wykonano za pomoca programu komputerowego
MSTAT-C.

3. Wyniki

z poréwnania $rednich wartosci cech struktury plonu dla populacji linii DH i SSD
wyprowadzonych z tego samego materiatu, a takze zakresu i wspotczynnikéw zmien-
nosci dla poszczeg6lnych cech wynika, ze populacje linii DH i SSD byly do siebie
bardzo zblizone (tab. 1). Srednie dla populacji linii DH i SSD otrzymanych z pokole-
nia F] Eta x Darkhan 15 nie roznity sie statystycznie pod wzgledem zadnej z bada-
nych cech. Obie populacje reprezentowaty takze prawie identyczny zakres zmienno-
$ci dla poszczegdlnych cech struktury plonu oraz podobne warto$ci wspétczynnika
zmiennosci. Podobnie, linie DH i SSD wyprowadzone z krzyzdwki Eta x Sigma nie
wykazywaty istotnych rdznic miedzy $rednimi dla populacji we wszystkich analizo-
wanych cechach, z wyjatkiem masy 1000 ziaren, ktéra byta nieco wyzsza dla linii
SSD (tab. 1). Zakres zmiennosci dla analizowanych cech byt w obu populacjach po-
dobny, jedynie dla dtugosci Zdzbta oraz liczby ziaren z rosliny byt nieznacznie prze-
suniety w strone nizszych wartosci w populacji DH.
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Tabela 1!

Poréwnanie cech struktury plonu populacji linii DH i SSD wyprowadzonych z tego samego materiatu krzy-
z6wkowego

Dtugosc Dtugosc ,LIC,Zba Liczba Masa Masa 1000
., ) Parametr L zdzbet X Ziaren R
Krzyzéwka  Populacja zdzbta ktosa i ziaren . ziaren
cechy (cm) (cm) ktosonos- 2 rosliny z ro$liny )
nych ®)

EtaxD15+ DH x+*SD 732+13 82+01 26+03 891+21 2400 274=x04
zakres 58,0-90,2 6,3-10,2 1,8-3,6 58,0-125,6 1,6-3,5 20,4-37,0

cv 10,27 13,64 20,91 22,48 23,49 13,71
SSD x*SD 723+10 84+01 27+04 91351 26x02 28307
zakres 57,7-88,5 6,3-10,2 1,6-3,7 61,1-111,2 1,7-33 22,0-35,7

cv 10,84 14,26 20,50 18,62 20,43 13,36
Etax Sigma  DH x*SD 598+20 92+05 23+02 933+59 26+02 263+02*
zakres 36,9-74,9 7,0-11,1 0,7-3,3 10,4-126,1 0,1-4,0 10,4-39,9

cv 13,27 12,91 23,12 34,30 42,11 25,52
SSD x*SD 64524 91+03 23+03 987+31 28+01 283+08*
zakres 50,2-81,4 7,2-11,8 1,4-3,! 30,0-140,6 04-4,1 11,5-37,0

cv 11,84 10,42 19,88 24,02 28,11 15,22

* Srednie dla populacji DH i SSD istotnie rézne dla P == 0,05
+D15 - Darklian 15.

W hodowli roslin wieksze znaczenie niz $redni plon linii wyprowadzonych z o-
kre$lonej krzyzdwki, ma plonowanie linii najlepszych. Dla petniejszego scharaktery-
zowania wartosci hodowlanej linii DH, poréwnano $rednie wartosci poszczegdlnych
cech obliczone dla 10% najlepszych linii DH i 10% linii SSD, przyjmujac jako kryte-
rium wyboru tych linii mase ziaren z rodliny. W doswiadczeniu tym uwzgledniono
takze rosliny pokolenia F], z ktérego wyprowadzono badane linie, formy rodziciel-
skie, $rednig rodzicow oraz odmiany wzorcowe. Poniewaz linie DH i SSD wyprowa-
dzone z poszczeg6lnych krzyzéwek rosty w oddzielnych blokach, obliczenia staty-
styczne przeprowadzono osobno dla krzyzéwki Eta x Darkhan 15 (uwzgledniajac
odmiany rodzicielskie i wzorcowe) i osobno dla krzyzéwki Eta x Sigma.

W przeprowadzonym poréwnaniu potwierdzono wniosek, ze linie DH pszenicy
wyprowadzone na drodze krzyzowania z kukurydzg mozna uznac¢ za wartosciowy
materiat hodowlany. Dziesie¢ procent najlepszych linii DH nie rdznito sie od 10%
najlepszych linii SSD pod wzgledem zadnej z analizowanych cech struktury plonu,
tak dla populacji pochodzacych z krzyzowki Eta x Darkhan 15, jak i Eta x Sigma (tab.
2 i 3). Jedyna statystycznie udowodniona roznica dotyczyta dtugosci zdzbta u linii
otrzymanych z krzyzéwki Eta x Sigma, gdzie 10% najlepszych linii DH charakteryzo-
wato sie mniejsza wysokoscig niz najlepsze linie SSD.
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Tabela 2

Poréwnanie cech struktury plonu dla 10% najlepszych linii DH i SSD wyprowadzonych z pokolenia Fj krzy-
z6wki Eta X Darkhan 15, form rodzicielskich oraz odmian wzorcowych (do$wiadczenie rzedowe)

» Dhugosé I,_|c,zba Liczba Masa Masa 1000
Parametr Diugosc Zdzbet . . ;
Genotyp s ktosa ziaren ziaren ziaren
cechy zdzbta (cm) (cm) ktosono- 2 rodlin 2 rodliny (g)
snych y VALY )

Linie DH x+§D 818+ 12 81 +03™ 3104 1051 05" 33 *02": 315+ 14
Linie SSD x*SD 809+ 170 80 £02 28+ 06> 944+ 160 30+ 04" 316+ 14
Eta x+*SD 640%x5D 94 +05 22+06" 982+ 121x 24 £040 248 200
D15 x+SD 830=%x54 63+03* 36*060 840=* 12D 26 =04™ 308+ 12
Midparent x*SD 735+ I8 78=£00" 29+05" 91,1 + 4= 25 £02* 278 +08"
F| EtaxDIS* x*SD 804 + 47*" 80+ 04t 32 06" 1025 * 169 32 + 0,6 31,6 + 2,1“
jasna xxSD 659 39" 8402 28+06" 1222+ 259“ 34+08" 278+ 14
Torka x+SD 729 +36% 8705 31+03 1260*20,7" 40x05° 32320

Wartosci w kazdej kolumnie oznaczone ta sama literg (a, b, ¢, d, €) nie rdznig si¢ istotnie dla P = 0,05,
+D15 = Darkhan 15.

W przypadku krzyzéwki Eta x Darkhan 15, wybrane linie DH nie roznity sie istot-
nie od lepszej formy rodzicielskiej i obu odmian wzorcowych pod wzgledem liczby
zdzbet ktosonosnych, liczby i masy ziaren z roéliny i masy 1000 ziaren, a odmiang
Jasna masg 1000 ziaren nawet przewyzszaty (tab. 2). Wartos¢ tej cechy u najlep-
szych linii DH przewyzszata istotnie wartos¢ dla Sredniej rodzicow (midparent).

Dziesie¢ procent najlepszych linii DH wyprowadzonych z krzyzéwki Eta x Sigma
przewyzszato istotnie obie formy rodzicielskie i jedng z odmian wzorcowych pod
wzgledem masy 1000 ziaren. Co istotne, wzrost masy 1000 ziaren u wybranych linii
DH nie byt zwiazany ze spadkiem ich liczby z ro$liny, gdyz dla tego parametru
struktury plonu nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic w stosunku do
wszystkich badanych odmian. Podobnie, nie stwierdzono réznic miedzy najlepszymi
liniami DH a badanymi odmianami dla masy ziaren z roéliny. Pod wzgledem masy
1000 ziaren najlepsze linie DH doréwnywaty takze pokoleniu Fi krzyzowki Eta x
Sigma, ktére wykazywato istotny heterozyjny wzrost wartosci tej cechy w stosunku
do form rodzicielskich (tab. 3). Pod wzgledem masy ziaren z rosliny, drugiej cechy
w stosunku do ktorej stwierdzono heterozje, najlepsze linie DH wykazywaty warto-
Sci posrednie miedzy heterozyjnym F] a $rednig dla rodzicow (midparent). Linie DH
nie ustepowaly takze odmianom wzorcowym pod wzgledem innych parametréw,
jak dhugos¢ kiosa, czy liczba Zdzbet kiosonosnych.
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Tabela 3

Poréwnanie cech struktury plonu dla 10% najlepszych linii DH i SSD wyprowadzonych z pokolenia F, krzy-
z6wki Eta X Sigma, form rodzicielskich oraz odmian wzorcowych (do$wiadczenie rzedowe)

Liczba .
Genoyp  PAME  Dhos¢ Dot zdibel ;':::: Z'\I’;ar:‘] Misiirigoo
cechy zdzbta (cm)  kiosa (cm) ktosono- 2 rodlin 2 rosliny ()
énych y y (g ©
Linie DH x+SD 61,8+ 3,000 94+ 09" 27 %04 1142 = 186* 3,7 £ 0,7*" 32,7 £ 0,7
Linie SSD x = SD 72,7 £ 44~ 98 £ 020 26 *02* 121,6 + 4,7* 38 £01* 313+ 09
Eta x = SD 66,5 + 38" 94 £ 0,6* 23+ 05* 110,1 + 16,0* 30+04" 274+ 14
Sigma x * SD 598 £43 91+ 10 25 + 05* 113,6 + 20,5* 33 +06" 286=*20"
Midparent x*SD 629+ 21" 92 +03*" 24 *x04* 1116 + 8,0* 32 +03 28208
F| Etax Sigma  x = SD 655 + 3,6™ 92 06 29 + 0,5* 135,9 + 20,6* 43 £06* 31,9+ 17
jasna x*8D 656 *34" 84+03" 2905 1103 + 157* 30+06" 272+ 15
Torka x = SD 729 =39+ 86 £04" 29 07 109,8 £ 151* 3,6 = 0,6*" 324 x 17*

Wartosci w kazdej kolumnie oznaczone tg samg literg (a, b, c) nie roznig sie istotnie dla P = 0,05.

4. Dyskusja

w hodowli roslin ostatecznym kryterium przydatnosci okreSlonej metody Jest
ocena materiatdbw hodowlanych uzyskanych w doswiadczeniu polowym. Przeprowa-
dzone w prezentowanej pracy poroéwnanie linii DH i SSD wyprowadzonych z tych
samych krzyzowek wykazalo, ze obie badane populacje nie réznig sie pod wzgle-
dem analizowanych cech struktury plonu i reprezentujg podobny zakres zmiennosci
dla poszczegoélnych cech agrobotanicznych. Wsrdd \0% najlepszych linii DH uzyska-
nych z krzyzéwki polskich odmian Eta i Sigma znaleziono formy doréwnujgce wzor-
cowej odmianie pszenicy pod wzgledem liczby i masy ziaren z rosliny, a pod wzgle-
dem masy 1000 ziaren nawet istotnie jg przewyzszajgcych. Linie DH pszenicy otrzy-
mane na drodze krzyzowania z kukurydzg byty dotychczas przedmiotem niewielu
analiz i w piSmiennictwie Swiatowym mozna znaleZ¢ tylko kilka informacji na temat
ich plonowania. Suenaga (2) zademonstrowat wysoki potencjat plonowania podwo-
jonych haploidéw wyprowadzonych z heterozyjnych mieszancow pszenicy i mozli-
wos¢ wyselekcjonowania linii DH o korzystnych parametrach (linii wcze$niejszych
i krétszych niz obie formy rodzicielskie), a plonujacych na poziomie heterozyjnego
pokolenia F]. Z kolei Inagaki i wsp. (6) w dwuletnim do$wiadczeniu polowym po-
rownali plonowanie wyselekcjonowanych linii DH oraz linii wyprowadzonych z tego
samego materiatu metoda pojedynczego nasienia (SSD) i metodg rodowodowsg (PS).
Autorzy, podobnie jak w tej pracy, nie obserwowali réznic w plonowaniu podwojo-
nych haploidéw i linii wyprowadzonych tradycyjnymi metodami hodowlanymi w przy-
padku, gdy formy rodzicielskie krzyzowki, z ktorej wyprowadzono analizowane li-
nie, mialy podobne pochodzenie genetyczne. Natomiast linie DH wyprowadzone
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z krzyzowki odlegtych genetycznie form pszenicy wytwarzaty nizszy plon niz linie
SSD czy PS. Autorzy sugeruja, ze dla uzyskania niezbednego postepu genetycznego,
konieczne jest w takim przypadku zwiekszenie liczebnosci populacji DH uzytych do
selekcji. Podobny wniosek formutujg Ma i wsp. (7), ktorzy przeprowadzili poréwna-
nie cech agrobotanicznych linii DH pszenicy otrzymanych na drodze krzyzowania
z kukurydza, linii DH wyprowadzonych z kultur pylnikowych oraz linii SSD po-
chodzacych z tego samego materiatu.

W poréwnaniu do stosunkowo nielicznych doniesiefr na temat plonowania linii
DH pszenicy uzyskanych w krzyzéwkach z kukurydza, analiza agrobotaniczna linii
otrzymanych na drodze androgenezy byta przedmiotem wigkszej liczby badan (8-11).
W wielu przypadkach $redni plon linii otrzymanych w kulturach pylnikowych byt
nizszy niz $redni plon linii uzyskanych tradycyjnymi metodami hodowlanymi, na-
wet, jesli nie obserwowano réznic dla poszczegdlnych cech agrobotanicznych, jak
odpornos$¢ na choroby, dtugo$é okresu wegetacyjnego czy zawarto$é biatka w ziar-
nie. Przyczyng negatywnej oceny czesci linii DH pszenicy otrzymanych w kulturach
pylnikowych mogta by¢ zmienno$¢ gametoklonalna indukowana w warunkach kultu-
ry in vitro, prowadzaca w rezultacie do obnizenia ptodnosci linii DH (9,12). Poziom
tej zmiennoSci w znacznej mierze zwigzany jest z warunkami prowadzenia kultury
i moze by¢ modyfikowany przez zmiane takich czynnikéw, jak sktad pozywek, czas
trwania kultury czy sposob regeneracji roslin - przez stadium kalusa lub bezpo-
Srednig embriogeneze (13). Linie DH pszenicy otrzymane na drodze androgenezy,
lecz nie w kulturach pylnikowych, a w kulturach izolowanych mikrospor, gdzie rege-
neracja przebiega bez stadium kalusa, wykazywaty wysoka wierno$¢ genetyczng
w stosunku do formy wyjsciowej i nie rdznity sie od niej pod wzgledem parametréow
struktury plonu (14). Prezentowana w pracy metoda otrzymywania podwojonych ha-
ploidéw pszenicy poprzez krzyzowanie z kukurydzg nie generowata ani zmian ge-
netycznych na poziomie DNA, ani istotnych zaburzeh w segregacji alleli (badania
whasne - Guzy i in., w przygotowaniu), co znalazto odzwierciedlenie w normalnym
plonowaniu tych linii.

Badania przedstawione w pracy finansowane byly przez KBN w ramach grantu PO6A 029 09.
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