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ABSTRACT

Limited regeneration efficiency of the cell cultures derived from certain barley genotypes
restricts their use for transformation experiments. Immature zygotic embryos are often used to
initiate in vitro cultures for the genetic transformation. Eleven selected genotypes of spring
barley (Czech varieties; varieties registered in the CR and the variety Golden Promise) were
used to study the effect of the synthetic auxins 2,4- dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D),
dicamba and picloram on regeneration efficiency. Scutella separated from immature embryos
were axenically cultured on CI medium (Wang and Lemaux, 1994) with varied concentrations
of auxins: 2,4-D (2.5 mgl™), dicamba (2.5 mgl") and picloram (2.0 mgl") in the dark. After 4
wk, healthy calluses were transferred to FW regeneration medium (Harwood et al., 1995) and
cultivated in the light at 25°C. The frequency of callus induction depended on genotype and
auxin used and ranged from 85% to 100%. The number of green regenerants was influenced
significantly by both genotype and auxin concentration. The highest average number of
regenerants (2.7 plants per scutullum) was obtained with Golden Promise. Compared to this
variety, the variety Scarlett had significantly lower number of regenerants (1.53 plants per one
cultivated scutellum). The varieties Orthega (1.05), SG-S-261 (1.04), Viktor (0.97) and Granat
(0.9) varied statistically by the average number of the regenerated plants per one cultivated
scutellum from the varieties with the lowest number of the regenerated plant, i.e. Nordus (0.42),
Amulet (0.45), Akcent (0.51). The most of genotypes produced the most regenerants when the
calluses induced on medium that contained 2,4-D.
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ABSTRAKT

Nizka regeneracni schopnost bunéénych kultur je¢émene do zna¢né miry omezuje genetické
manipulace. Nezrala zygoticka embrya jsou nejéastéji pouzivana pro iniciaci bunéénych kultur
in vitro 1 pro genetické transformace. U jedenacti genotypl jarniho jeCmene (Ceské odridy,
novoslechténi, odridy registrované v CR a Golden Promise) byl sledovan vliv tii syntetickych

auxint (kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové, dicamby a picloramu) na indukci kalusu a regeneraci
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rostlin. Izolované S$titky nezralych zygotickych embryi byly kultivovany in vitro ve tmé na
médiu CI (Wang a Lemaux, 1994) s riznou koncentraci auxind: 2,4-D (2.5 mgl™), dicamba (2.5
mgl') and picloram (2.0 mgl'). Po &tyfech tydnech byly zdravé kalusy pieneseny na
regeneracni médium FW (Harwood a kol., 1995) a kultivovany na svétle. Frekvence tvorby
kalusii zdvisela na genotypu a pouzitém auxinu a pohybovala se od 85 % do 100 %. Pocet
zelenych regenerantli byl signifikantn€ ovlivnén jak genotypem tak auxinem. Nejvyssi
prumérny (ze vSech tii auxinil) pocet regenerantdl (2.7 rostliny na jeden kultivovany Stitek) byl
ziskan u odridy Golden Promise. V porovnani s touto odriidou méla signifikantné nizsi pocet
regenerantd odrida Scarlett (1.3). Odidy Orthega (1.05), novoSlechténi SG-S-261 (1.04),
Viktor (0.97), Granat (0.9) s vys$s§im primérnym poctem regenerovanych rostlin se statisticky
vysoce vyznamné liSily od odrid s nejniz§im poctem regenerovanych rostlin Nordus (0.42),
Amulet (0.45), Akcent (0.51) a novoslechténi SG-S-252 (0.58). VétSina genotypt produkovala
nejvice zelenych rostlin po indukei kalusu na médiu s 2,4-D.
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UVOoD

JeCmen (Hordeum vulgare L.) je nejen hospodaisky vyznamnou obilninou, ale také
vhodnym materidlem pro genetické a fyziologické experimenty. In vitro jsou studovany
induk¢ni a regenera¢ni systémy, které jsou pak vyuZzivany pro genetické transformace . Nizka
regeneracni schopnost bunéénych kultur jednod€loznych rostlin v§ak do zna¢né miry genetické
manipulace omezuje. Kalus je nejcastéji indukovan z pletiva nezralych zygotickych embryi
(Kachhawaha a Kothari, 1996), ktera se pouZzivaji i pro genetické transformace (Harwood a kol.,
vitro kultury jemene jsou genotyp a sloZeni média (Goldstein a Kronstad, 1986; Bregitzer,
1992). Diilezitou slozkou kultivacniho média jsou fytohormony — auxiny, které jsou nezbytné

pro indukci kalusu (Bregitzer a kol., 1995).

MATERIAL A METODY
Rostlinny material

Pro testovani indukcni a regeneracni schopnosti bylo vybrano jedenact genotypti jarniho
je¢mene, ¢eské odriidy — Akcent, Amulet, Granat, Orbit, Viktor, novoslechténi — SG-S-252, SG-
S-261, odridy registrované v CR — Nordus, Orthega, Scarlett a odriida Golden Promise.
Donorové rostliny byly péstovany v kultivacni komote pfi 16 hodinové fotoperiodé s hladinou
svétla 500 umol.m™.s™ a pfi teplotnim rezimu den/noc — 19/17 °C.
Indukce a kultivace kalusi

Klasy je¢mene byly odebrany 10 - 15 dni po opyleni, kdy nezrala zygotickd embrya byla
velika 1,5 -2,0 mm. Zra byla povrchové sterilizovana nejprve minutu v 70 % ethanolu, potom

20 minut v 6 % roztoku chlornanu sodného a nasledn¢ byla ttikrat promyta sterilni vodou. Pod



binokularni lupou byla z obilek extirpovana nezrala zygoticka embrya, u kazdého z embryi byl
odstranén axis. Stitky embrya byly kultivovany na médiu pro indukci kalusu CI (Wang
a Lemaux, 1994) s ptidavkem auxinl. Sledovan byl vliv tii syntetickych auxint: 2,4-D (2,4-
dichlorphenoxyoctova kyselina) v koncentraci 2,5 mg.l", dicamby (3,6-dichloro-2-
methoxybenzoova kyselina) v koncentraci 2,5 mgl' a picloramu (4-amino-3,5,6-
trichloropicolinova kyselina) v koncentraci 2,0 mg.l”' na indukéni a regeneraéni schopnost
jeCmene.

Explantaty byly kultivovany Ctyfi tydny ve tmé pii teplot€é 25 °C. Po 14 dnech se na
povrchu kultivovaného pletiva zacal vytvaret kalus a somatickd embrya. Explantaty byly
rozdéleny na mensi Casti a pasazovany na Cerstvé indukéni médium. Po indukci ve tmé byly
zdravé kalusy pfeneseny na regeneratni médium FW (Harwood a kol., 1995), které jiz
neobsahovalo auxiny a kultivace probihala na svétle pfi 16 h svételné fotoperiode pfi teplote
25°C. Regeneracni schopnost kalusti byla hodnocena za 4 az 6 tydnd.

Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu byl pouzit program UNISTAT. Experimentalni udaje byly

hodnoceny vicefaktorovou analyzou variance. Statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) byly

zjisStovany pomoci Tukeyova testu.

VYSLEDKY A DISKUZE

Indukce kalusti byla hodnocena za 4 tydny od zacatku kultivace. Frekvence tvorby kalusi
byla ovlivnéna jak pouzitym auxinem tak i genotypem a pohybovala se v rozmezi od 85 % do
100 %. RovnéZ struktura kalusu byla rozdilnad od tvrdého, kompaktniho, syté zlutého az po
mékky, vodnaty, drobivy, rozpadavy, smetanové bily az prithledny a ménila se v zavislosti na
genotypu a pouzitém auxinu.

Pocet zelenych regenerovanych rostlinek byl také statisticky vyznamné ovlivnén jak
genotypem tak pouzitym auxinem. Rovnéz interakce genotypu a auxinu byly statisticky

vyznamné (tab. 1).

Tab. 1: Analyza rozptylu

Zdroj variability n SS MS
Genotyp 10 647,538 64,754 **
Auxin 2 339,778 169,889%**
Genotyp x auxin 20 297,446 14,872%**
Chyba 1617 3021,15 1,868
Celkem 1649 4305,877 2,611
*** P <0,001



Nejvyssi pruimérny pocet (ze vSech tii auxintl) regenerantd (2,70 rostlinek/stitek) byl ziskan
u odridy Golden Promise. Statisticky vyznamné niz§i pocet regenerovanych rostlin v porovnani
s touto odridou mély odridy Scarlett (1,53), Orthega (1,05) a novoslechténi SG-S-261 (1,04).
Ve srovnani s témito odriidami byl signifikantné nejnizsi primérny pocet zelenych regenerantt
u odrad Nordus (0,42), Amulet (0,45), Akcent (0,51), Orbit (0,64) a novoslechténi SG-S-252
(0,58), tab. 2.

Tab. 2. Primérny pocet (ze vSech tii auxinll) regenerovanych rostlin ziskany u jednotlivych
genotypl

Genotyp Primérna hodnota Vyznamnost
Nordus 0,42 a
Amulet 0,45 a
Akcent 0,51 a

SG-S-252 0,58 a

Orbit 0,64 ab
Granat 0,90 bc
Viktor 0,97 bc

SG-S-261 1,04 c

Orthega 1,05 c

Scarlett 1,53 d
Golden Promise 2,70 e

Poznamka: Priméry oznacené odlisnymi pismeny jsou statisticky vyznamné odlisné

U vétSiny genotypt rostliny nejvice regenerovaly po indukci kalusu na médiu s 2,4-D:
Golden Promise (4,50 rostlinek/stitek), Scarlett (3,43), Viktor (2,66), tento pocet byl statisticky
vyznamny v porovnani s poctem regenerantll ziskanych po indukci kalusu na médiu s dicambou
nebo picloramem. Pouze odriida Granat (1,80) tvorila signifikantné vice zelenych regenerantt
po indukci kalusu na médiu s dicambou (graf 1, tab.3).

Auxiny a kombinace auxint také testovali Przetakewicz a kol. (2003). U sedmi z osmi
odrad nejvice rostlin regenerovalo po indukci kalusu na médiu s dicambou v kombinaci s 2,4-D,
s ptidavkem picloramu i v kombinaci s 2,4-D. Podobné vysledky uvadi Castillo a kol. (1998)
pro odridy péstované ve Spanélsku. Lithrs a Lorz (1978) hodnotili indukci embryonalniho
kalusu na médiu s pfidavkem 2,4-D, dicambou, picloramem a 2,4,5-T. Podle téchto autorQ

predevsim zavisi na koncentraci jednotlivych auxinii obsazenych v indukénim médiu.



Graf 1: Primérmy pocet regenerantl ziskanych z jednoho nezralého stitku po indukci na médiu
s prisluSnym auxinem
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Tab. 3: Primérny pocet regenerovanych rostlin z kalusti indukovanych na médiu s auxinem

Auxin
Genotype
2,4-D Picloram Dicamba

Amulet 1,38 b 0,72 a 0,38 a
Akcent 1,42 b 0,74 a 0,50 a
Granat 1,44 b 0,66 a 1,80 b
Golden Promise 4,50 b 2,34 a 2,36 a
Nordus 0,70 a 0,82 a 0,88 a
Orbit 1,44 b 0,90 a 0,72 a
Orthega 1,94 c 0,88 a 1,46 b
Scarlet 3,43 c 0,78 a 1,48 b
SGS-252 1,44 b 0,90 a 0,54 a
SGS-261 1,64 b 1,50 ab 1,12 a
Viktor 2,66 b 0,98 a 0,40 a

Rovnéz primérné hodnoty poctu regenerantti (ze vSech genotypll) ukazuji, ze signifikantné

nejvice rostlin regenerovalo po indukci kalusu na médiu s ptidavkem 2,4-D (graf 2).



ZAVER

Byl sledovan vliv tfi syntetickych fytohormont - auxinl (2,4-D, picloram, dicamba) na
indukci kalusu a regeneraci rostlin. Kalus byl odvozen ze §titkti nezralych zygotickych embryi
jeémene. U vétSiny testovanych genotypll byl nejvyssi primérny pocet regenerovanych
zelenych rostlin ziskan po indukci kalusu na médiu s 2,4-D. Nejvice rostlin regenerovalo u
odriidy Golden Promise, Scarlett a Viktor. Tyto odridy u nichz byla ziskana nejvyssi
regeneraCni schopnost by proto mohly byt vhodnym materidlem pro nasledné genetické
transformace.

Kwvalita a kvantita kalusti i poCet regenerantli zavisi na genotypu a na pouzitém auxinu, jak

dokazuji ziskané vysledky.

Graf 2: Vliv auxinu v induk¢énim mediu na pocet rostlin regenerovanych
z jednoho Stitku (primér ze vSech genotypi)
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