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The use of laser light for obtaining barley haploids by Hordeum
bulbosum method

Summary

The effect of helium-neon laser with wavelength of 632 nm on seed setting
in a cross of Hordeum vulgare x H. bulbosum was studied. The seeds before sow-
ing as well as immature embryos were irradiated with laser light. Material not
irradiated with laser beams constituted the control. It was shown that stimulat-
ive dose of laser beams increased the number of seeds/100 pollinated florets in
comparison with the control combination. After laser treatment, the seed set-
ting of the line HG156, and cultivars Vada and Apex was higher by 13.0, 7.9 and
3.2%, respectively. The number of obtained haploids/100 cultured embryos irra-
diated with laser light was also higher in comparison with the control by 1.8,
0.9 and 10.8%, respectively. The obtained results show that treatment with laser
beams was more effective at the first step of haploid production (seeds/100 flo-
rets) than at the next step (haploids/100 embryos cultured). From the practical
point of view, better results can be obtained by irradiation of seeds before sow-
ing than by irradiation of immature embryos. Cultivar Apex with a positive reac-
tion on irradiation of embryos was an exception here.
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1. Wstep

Na poczatku lat sze$édziesigtych opublikowano pierwszg
prace nad wykorzystaniem Swiatta lasera rubinowego w naukach
biologicznych (1). Badaniami tymi zapoczgtkowano zaintereso-
wanie laserem, gtdwnie w pracach nad biologig komorki (2-4).
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Wykazano, ze laser moze indukowa¢ mutacje (5-7). Okazato sie rowniez, ze Swiatto
lasera o dtugosci fali 630-650 nm moze w nizszych dawkach dziata¢ jak biostymuta-
tor (8,9). Stwierdzono, ze nasiona napromieniowane okrestonymi dawkami Swiatta
lasera wykazujg podwyzszony potencjat bioenergetyczny, co uwidacznia sie popra-
wieniem ich zdotnosci kietkowania i wzmocnieniem roslin w trakcie ich wzrostu
i rozwoju, a w efekcie koncowym - wzrostem plonowania od 10 do 20%.

Celem pracy byto zbadanie, czy Swiatto lasera helowo-neonowego o dtugosci fali
632 nm wptywa stymulujgco na rozwdj roslin i niedojrzatych, haploidalnych zarod-
kéw jeczmienia uzyskanych w wyniku krzyzowan jeczmienia uprawnego z Hordeum
bulbosum, a takze - czy moze by¢ wykorzystane do zwiekszenia efektywno$¢ uzys-
kiwania haploidow z form jeczmienia o czesciowej niezgodnosSci z H. bulbosum.

2. Metodyka badan

Materiat do badari stanowita linia DH jeczmienia jarego HG156 oraz odmiany
Apex i Vada charakteryzujace sie czesciowg niezgodnoscia z H. bulbosum. Ziarniaki
napromieniowywano przez 30 minut Swiattem lasera, ziarniaki nie napromieniowa-
ne stanowity kontrole. Rosliny z nasion traktowanych $wiattem lasera oraz rosliny
kontrolne zapylano H. bulbosum. Po uptywie 14-17 dni od zapylenia niedojrzate za-
rodki izolowano i poddawano naswietlaniu laserem przez 20 minut. Zarodki nie na-
Swietlane stanowity kontrole. Do badari zastosowano laser helowo-neonowy (He-Ne)
dziatajacy w przedziale $wiatta czerwonego o dtugosci fali 632 nm i mocy | mW/cm?,
przystosowany przez Centrum Techniki Laserowej w Warszawie do naswietlania
obiektéw biologicznych. Zarodki naswietlane oraz kontrolne hodowano w warun-
kach in vitro na pozywce B5 Gamborga (10) zgodnie ze standardowg procedurg
podang m.in. przez Devaux i in. (11).

Dla kazdej kombinacji z naswietlaniem oraz kontrolnej okreslano liczbe zapylo-
nych kwiatéw, liczbe zawigzanych ziarniakéw, liczbe zarodkéw wytozonych na po-
zywke oraz liczbe uzyskanych roslin haploidalnych, a nastepnie obliczono stosunek
zawigzanych ziarniakéw do zapylonych kwiatdéw oraz stosunek liczhy uzyskanych
rolin haploidalnych do wytozonych zarodkéw.

3. Wyniki i dyskusja

O efektywnosci metody H. bulbosum mierzonej liczbg uzyskanych rodlin haplo-
idalnych w stosunku do zapylonych kwiatkéw decyduje gtdéwnie procent zawigza-
nych ziarniakdw oraz liczba zarodkdw rozwijajacych sie na pozywce (12). W tabeli !
przedstawiono liczbe zapylonych kwiatéw i zawigzanych ziarniakéw. Sposrdd bada-
nych form najwyzszy procent zawigzanych ziarniakdw obserwowano dla rodu HG156,
przy czym okazat sie on wyzszy u roslin, ktére rowinety sie z ziarniakdw naswietlo-
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nych laserem (89,2%) niz kontrolnych (76,2%). Warto$ci uzyskane dla odmiany Vada
i Apex bylty wyraznie nizsze, lecz - podobnie jak u rodu HG156 - wyzsze w kom-
binacji z laserem o odpowiednio 7,9 i 3,2%. Uzyskane wyniki wskazujg z jednej stro-
ny na stymulujacy wptyw Swiatta lasera na procent zawigzanych ziarniakdw, z dru-
giej za$ na znaczacy wpltyw genotypu na uzyskany efekt.

Tabela 1

Osadzenie ziarniakéw u wybranych form jeczmienia po zapyleniu Hordeum bulbosum w kontroli oraz po
potraktowaniu ziarniakéw przed wysiewem Swiattem lasera

Obiekty/kombinacje Liczba z.ap}/lonych Liczb.a u%yslfanych Zarodki/lOQ %apylonych
kwiatow ziarniakow kwiatow
HG 156
kontrola 681 519 76,2
laser 1072 956 89,2
Vada
kontrola 1068 183 17,1
laser 1482 371 25,0
Apex
kontrola 1130 135 11,9
laser 1850 280 15,1

Wiekszo$¢ odmian jeczmienia wykazuje wysoki stopieft krzyzowalnosci z H. bul-
bosum, ktory w zaleznosci od warunkéw Srodowiskowych wynosi od 70 do 90%
(11,13,14). Odmiany o czesciowej niezgodnosci z H. bulbosum, do ktérych nalezg
m.in. odmiany Vada (12,15) i Apex (10,12), zawigzujg znacznie mniej ziarniakéw, co
obniza efektywno$¢ tej metody otrzymywania form haploidalnych jeczmienia. W ba-
daniach Thorna (15) osadzanie ziarniakdéw u odmiany Vada wynosito 4,5% i byto niz-
sze anizeli u czeSciowo niezgodnej 6-rzedowej odmiany Vogelsanger Gold (9,5%).
Wykazano, ze czesciowa niezgodno$¢ wspomnianych odmian z H. bulbosum warun-
kowana jest przez jeden gen dominujacy, przy czym stopien niezgodnosci moze by¢
modyfikowany przez czynniki Srodowiskowe (14,15). W prezentowanych badaniach
napromieniowanie $wiattem lasera ziarniakow przed wysiewem zwiekszyto procent
osadzenia ziarniakow na uzyskanych z nich roslinach po krzyzowaniu z H. bulbosum.
Podobne wyniki uzyskali autorzy naswietlajagc zarodki kilku rodéw jeczmienia ozi-
mego (nie wykazujacych czesciowej niezgodnosci z H. bulbosum), przy czym stwier-
dzono, ze stymulujacy wplyw Swiatta lasera zalezny byt od genotypu jeczmienia
(16).

W tabeli 2 przedstawiono liczbe wytozonych na pozywke zarodkéw i otrzyma-
nych ro$lin haploidalnych. Procent uzyskanych haploidéw w stosunku do wytozo-
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nych zarodkéw linii HG156 i odmiany Vada w kombinacji z laserem oraz w kontroli
byt zblizony i wynosit od 22,4 do 25,4%. Stymulujacy wptyw Swiatta lasera na rozwdj
zarodkdw w kulturze in vitro stwierdzono w przypadku odmiany Apex: w kombinacji
z laserem uzyskano 34,5% haploidéw, podczas gdy w kontroli 23,7%.

Tabela 2

Procent uzyskanych roslin haploidalnych jeczmienia w kontroli oraz po potraktowaniu niedojrzatych zarod-
kéw Swiattem lasera

Obiekty/kombinacje Liczba wytozonych Liczba uzyskanych Haploidy/100 zarodkow
zarodkow haploid6w
HG 156
kontrola 373 88 23,6
laser 389 99 254
Vada
kontrola 183 41 22,4
laser 236 55 233
Apex
kontrola 135 32 23,7
laser 185 64 345

Analizujac wyniki w tabelach | i 2 mozna stwierdzié¢, ze $wiatto lasera ma wiek-
szy wptyw na pierwszym etapie metody H. bulbosum (liczba zawigzanych ziarnia-
kow/100 zapylonych kwiatow), anizeli w nastepnym etapie (liczba haploidéw/100
wytozonych zarodkéw). Sugeruje to wyzszy stymulujacy wptyw Swiatta lasera na
wzrost i rozwdj roslin przed ich krzyzowaniem, anizeli na zarodki przed ich wytoze-
niem na pozywke. W badaniach Rybiriskiego i innych (7) napromieniowanie ziarnia-
kéw jeczmienia umozliwito uzyskanie roslin wykazujacych o 30% wyzszg liczbe i ma-
se ziaren z rosliny w poréwnaniu z kontrola.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze Swiatlo lasera helo-
wo-neonowego o diugosci fali 632 nm wplywa na zwiekszenie efektywnosci metody
bulbosowej, co ma istotne znaczenie w odniesieniu do odmian wykazujacych cze-
§ciowg niezgodnos$¢ w krzyzowaniach z H. bulbosum.
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