Slutrapport
Metodutveckling for produktion av fordubblade haploider i strasid

Bakgrund

For att det svenska lantbruket ska f2 tillgdng till nya sorter med aktuella egenskaper lika
snabbt som sina europeiska konkurrenter dr det viktigt att forddlingsmetoder utvecklas, som
forkortar tiden fran upptéckt av egenskap 1 ldmplig kélla eller fran det att ett behov uppstér,
fram till fardig sort. Att producera fordubblade haploider (DH) &r ett snabbt sétt att skapa
homozygota linjer i olika véxtslag. Det innebér att tiden frén inférande av en ny egenskap i en
groda fram till fardig sort kan minskas och det &r viktigt bade odlingstekniskt och
konkurrensméissigt.

Cell- och véivnadsodling av enhjirtbladiga véxtarter (t.ex. strdsdd och grds) ér betydligt mer
problematiskt dn cellodling av tvahjartbladiga arter (Steward, 1983). Detta géller ocksa vid
produktion av fordubblade haploider. Bildandet av albinoplantor ar ett problem vid
produktion i strasdd, men ocksa dalig respons nér det giller embryobildning och
skottregeneration 1 minga genotyper av framfor allt vete (Caredda & Clément, 1999).

I en stor del av vetets genpool kan fortfarande inte stindar- eller mikrosporodling anvindas
for produktion av fordubblade haploider eftersom flertalet genotyper saknar responsivitet med
befintliga metoder. Ett alternativ for att &ndd kunna producera fordubblade haploider av dessa
genotyper ar att géra pollineringar med andra arter, t.ex. majs som inte bildar hybrider med
vete. Efter pollineringen elimineras de frimmande kromosomerna och kvar blir ett embryo
med haploid vetekromosomuppséttning (Laurie & Bennett, 1986).

For att framstélla fordubblade haploider i hostvete pa Svalof Weibull har standarodling
anviants under drygt 10 &r. Den begrinsande faktorn for anvindning av standarodling vid
produktion av fordubblade haploider i stor skala ar att metoden endast fungerar med en
mindre andel av de 6nskvérda linjerna. Da mikrosporodling 1 korn har visat sig ge fler grona
plantor dn stdndarodling med samma genotyper, dr forhoppningen att samma forhéllanden ska
gilla for vete. Utveckling av en bra metod for mikrosporodling av hostvete &r det viktigaste
malet for projektet. Som en del i detta har dven ett mindre antal stdndarodlingsforsok gjorts.

Vid projektets start anvédndes stdndarodling for produktion av férdubblade haploider i korn.
Ett mal var att etablera och utveckla en effektiv metod for odling av isolerade mikrosporer 1
DH-produktion i korn eftersom denna metod visat sig ge fler grona plantor &n stdndarodling.

Régvete dr en groda som Okar i betydelse bade i Sverige och i dvriga Europa. Ett mal med
projektet var att 6verfora och tillimpa kunskaperna i odling av isolerade mikrosporer fran
hostvete dven i ragveteforadling.

Material och metoder

Vete

Artkorsningar

Metoden for produktion av fordubblade haploider fran dggceller innebér pollinering med en
fraimmande arts pollen. Den viktigaste pollendonatorn har varit majs (Zea Mays), medan Jobs
tarar (Coix lachryma-jobi) (Mochida & Tsujimoto, 2001) har anvéants for pollinering i mindre
omfattning. | huvudsak hostvete har pollinerats. Dicamba (Laurie & Reymondie, 1991) och



2,4-D (Matzk & Mahn, 1994) har jamforts vid auxinbehandlingen. Olika appliceringsmetoder
for auxin har jamforts (injektion i1 Gversta internoden, sprayning av ax, doppning av ax
respektive kombinationer av dessa).

Inverkan av tidens ldngd mellan pollinering och embryordddning pé& produktionen har
studerats (15 — 21 dagar) och 4 olika steriliseringsprotokoll for karyopser med embryon har
jamforts. Jamforelse har gjorts mellan att lata senare ax sitta kvar pé plantan och
sjdlvbefruktas efter pollineringen och att klippa bort alla senare ax &n de anvinda till
pollineringen. Flera olika genotyper har anvénts vid dessa undersokningar.

Mikrosporodling

I stdndarodling (Tuvesson et al., 2000) har fors6k med behandling av ax med overtryck av
lustgas genomforts (Kato, 2002). Epibrassinolide har provats som mediatillsats (Yang et al.,
1999).

Fem olika protokoll for odling av isolerade mikrosporer i vete har provats (Touraev et al.,
1996, Holme et al., 1999, Kumlehn, pers. medd. 1999, Kasha & Simion, 2001, Konzak et al.,
2001). Metoden publicerad av Holme et al. (1999) har vidareutvecklats och testats 1
kombination med lustgas-, syrgas-, colchicin-, ATP-behandling och kombinationer av dessa.
Flera genotyper har anvénts 1 detta arbete.

Inom projektets ram har drygt 50 hostvetelinjer testats for sin responsivitet i standarodling.
Korn

Fyra olika protokoll for odling av isolerade mikrosporer i hdst- och varkorn har testats och
jamforts 1 olika genotyper (Kasha et al., 1997, Jensen pers. medd. 1998, Kumlehn pers. medd.
1998, Li & Devaux, 2001). Drygt hundra védrkornlinjer har screenats med isolerad mikrospor-
eller stindarodling och 17 hostkornsorter har screenats med isolerad mikrosporodling.

Ragvete

Tre rdgvetesorter har provats i isolerad mikrosporodling. Protokollet enl. Holme et al., (1999)
kompletterat med lustgas- och colchicinbehandling har anvénts.

DHatabase

En databas, DHatabase, har skapats for att gora alla historiska och nya screeningdata for
responsivitet i DH produktion hos olika strasddesslag tillgangliga och askadliga for bdde DH-
producenter och vaxtforadlare. Arbetet har utforts som ett examensarbete pa utbildningen till
bioinformatiker (Engerberg, 2002).

Resultat

Vete

Artkorsningar

Som pollenproducent var majs dverldgsen och dr den art som huvudsakligen anvints och
anvinds i nuvarande produktion. Auxinbehandling med doppning av axen i 60 mg/1 2,4-D-
16sning dr en effektiv, séker och billig metod.

Den optimala tiden fran pollinering till embryordddning har bestédmts till maximalt 18 dagar
for att erhalla hogst antal plantor per pollinerat ax. Koncentrationen aktivt klor som anvénds
vid sterilisering av ax infor embryordddning har visats kunna dubblas utan reduktion av
antalet producerade plantor. Nér senare utvecklade ax klipptes bort fran plantorna forbattrades



produktionen med 40% jadmfort med att 1ata de senare skotten sitta kvar. Produktionsresultatet
har under projektperioden och fram till 2005 ars produktion 1 vaxtférddlingen kunnat
forbattras fran 1 medeltal 1,6 till 7,8 producerade embryon per ax och fran 0,2 till 1,9 plantor
per ax med hjilp av de erfarenheter och den kunskap som projektet givit.

Mikrosporodling

Lustgasbehandling av ax till stdndarodling 6kade produktionen av grona plantor ca tre ganger.
Behandling med epibrassinolide gav ddremot inga entydiga resultat.

De visentligaste resultaten av mikrosporodling &r sammanfattade 1 figur 1.

Mikrosporodling i hostvete
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Figur 1. Medelvérden och standardfel for antal producerade grona- och albinoplantor per
mikrosporisolering 1 sorterna SW Agaton, Revelj, Kosack, Stava och SW Harnesk med
mikrosporodlingsmetod enl. Jensen (2002) kompletterad med lustgasbehandling(N,O),
syrgasbehandling (O.), lustgas- och colchicinbehandling kombinerat (N,O+c-beh) eller det
sistndmnda kombinerat med behandling med olika koncentrationer adenosintrifosfat (OmM,
0,5mM resp.1mM ATP). Behandlingarna N>O+c-beh och 0OmM ATP ar exakt lika.

Ett urval pa 252 mikrosporisoleringar av totalt 502 med de mest relevanta resultaten redovisas
hér. En responsiv sort (SW Agaton), en sort med sédmre responsivitet (Revelj) och tre sorter
med dalig responsivitet (Kosack, Stava och SW Harnesk) finns med i detta urval. Metoden
som har anvints vid isoleringarna &r ursprungligen utvecklad pa KVL (Holme et al. 1999) och
senare modifierad av Jensen (2002). Metoden dr den som visat sig fungera bést inom projektet
1 jamforelse med andra metoder (Touraev et al., 1996, Kumlehn, pers. medd. 1999, Kasha &
Simion, 2001, Konzak et al., 2001). Forsok har gjorts med lustgas-, syrgas-, lustgas- i
kombination med colchicin-, resp. det sistndmnda i kombination med ATP
(adenosintrifosfat)-behandling. I den ursprungliga metoden (Jensen 2002) ingar
syrgasbehandling, vilket ersatts med lustgas 1 de 6vriga forsoken. Enbart lustgasbehandling
har 1 stort sett givit ofordndrat antal grona plantor jamfort med syrgasbehandling. Lustgas har
déremot givit farre albinoplantor, vilket dr positivt eftersom dessa plantor helt saknar klorofyll
och inte kan leva utanfor in vitro-miljon. Lustgas- i kombination med colchicinbehandling ér



den metod som varit mest framgangsrik for att erhalla maximalt antal grona plantor. Tillsats
av ATP har inte haft nagon mérkbar positiv effekt, men detta arbete pagar fortfarande och
resultatbilden kan komma att férdndras. De tendenser som noteras ér liknande, om 4n pa olika
nivéer, for de olika genotyperna som anvints. Produktionen fran mikrosporisoleringarna har 1
medeltal okats fran 1,8 till drygt 20 grona plantor per isolering genom det arbete som gjorts
inom projektet under den tid denna rapport avser. Bestimning av kromosomtalet har gjorts pé
de producerade plantorna och i de flesta behandlingarna ligger andelen haploider pd 60-85%
medan frekvensen spontanfordubblade &dr 15-34%.

Vid screening av responsivitet i staindarodling av ett femtiotal vetelinjer gav 38% inga grona
plantor, 55% mellan 0,1 och 3 grona plantor per ax och 8% mer dn 3 grona plantor per ax.

Korn

Av de fyra protokoll som jamforts har tva visat sig fungera béttre. Det ér dels en kombination
av metoden enl. Kasha et al. (1997) och Jensen (pers. medd. 1998) dels metoden enl. Li &
Devaux (2001).

Vid screening av knappt 130 korngenotyper visade det sig bl. a. att produktion i varkorn &r
betydligt mer problematisk &n i hostkorn (tabell 1).

Tabell 1. Screeningresultat i 17 hdstkornsorter och 10 varkornsorter med isolerad
mikrosporodling och ett hundratal varkornlinjer och Hordeum spontaneum-korsningar med
standarodling.

Grona plantor per ax 0 0,1-3 3-6 >6
17 hostkornsorter 6% 18% 18% 59%
10 varkornsorter 80% 20%

Ca 100 varkornlinjer & H. spontaneum-korsningar = 48% 48% 3%

Ragvete

Av de tre testade ragvetesorterna gav Bogo bést resultat och hade 1 medeltal 9,9 grona plantor
och 81,1 albinoplantor per isolering.

DHatabase

Lotus Notes valdes som plattform for databasen for att gora den tillgénglig for alla
vixtforddlare inom Svalof Weibull koncernen. Databasen ér delad i sektioner for varkorn,
hostkorn, rdgvete, hostvete och varvete. Basen for hostvete dr den storsta med data fran ca 500
screenade linjer. Arbetet med databasen ar redovisat i sin helhet i Malin Engerbergs
examensarbete (2002).

Diskussion

Vete

Artkorsning

Under projektet har majspollinering av vete for produktion av fordubblade haploider kunnat
etableras pd SW laboratoriet. Trots ménga svarigheter pa vigen kan metoden nu anvindas for
rationell produktion. Det &r viktigt att temperaturen 1 viaxthusen dér veteplantorna odlas inte
varierar for mycket under dygnet. Optimalt d&r om variationen dr mindre &n 5°C och vid
narmare 20°C skillnad mellan dag och nattemperatur forsdmras resultatet alltfor mycket for att
produktionen ska kunna bli tillrackligt effektiv. Insektsangrepp pé veteplantorna forsdmrar
resultatet badde p.g.a. av simre regeneration och forluster p.g.a. 6kad infektionsfrekvens. Tiden



frén pollinering till embryordddning ska inte dverskrida 18 dagar &ven om antalet embryon per
ax Okar nagot. Vid langre tid minskar regenerationsfrekvensen markant. Groning 1 morker &r
ocksa nagot som framgangsrikt har tillimpats.

Etableringen av denna metod innebir att alla 6nskvérda hostvetegenotyper nu kan anvéndas i
produktion av fordubblade haploider.

Mikrosporodling

I jaimforelsen mellan responsiv sort (SW Agaton), sort med sdmre responsivitet (Revelj) och
material med dalig responsivitet har tre olika sorter fatt representera det sistndmnda (Kosack,
Stava och SW Harnesk). Detta beror pa en strdvan att anvdnda ett sortmaterial som ar sa
aktuellt som mojligt och som speglar genpoolen som metoderna dr tdnkta att anvindas i.

I forsoken med lustgas- kombinerat med colchicinbehandling var forhoppningen med
colchicinbehandling av mikrosporerna (300 uM i 24 h) att en storre andel av de regenererade
plantorna skulle vara fordubblade haploider direkt vid regenerationen. Sa var inte fallet, men
ddremot paverkades regenerationsfrekvensen positivt.

Aven om effektiviteten i mikrosporodling av vete har okat till elva ginger den produktion som
kunde uppnés 1 borjan av projektet (fran 1,8 till 20 regenererade plantor per isolering), s ar
4nda resultaten inte tillrickligt bra for att anvindas i rutinmissig produktion. Aven om en
responsiv sort som SW Agaton ligger pa ca 20 grona plantor per isolering sé har alltfor manga
genotyper, 1 likhet med SW Harnesk med 2,6 grona plantor per isolering, for lag responsivitet
for att produktion ska vara ekonomiskt forsvarbart. Detta visar pa behovet och potentialen i
fortsatt utveckling av mikrosporodlingsmetoden.

Korn

Under projektet har produktion av féordubblade haploider 1 hostkorn med odling av isolerade
mikrosporer kunnat etableras pa ett framgéngsrikt satt. I vrkornproduktionen kvarstar
déremot problem med alltfor ldga regenerationsfrekvenser. Ett fortsatt arbete med utveckling
av mikrosporodlingsmetoden for varkorn dr nddvindigt for att tillgodose vaxtforadlingens
behov.

Rdgvete

Den metod som givit bist resultat 1 hostvete gav inte alls lika bra resultat i de begransade
forsok som gjorts 1 ragvete. Detta visar pad att metoder behdver utvecklas separat for de tva
vaxtslagen och olika protokoll behdver testas och utvecklas for ragvete pa liknande sitt som
gjorts 1 hostvete.
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