Rapport 2005
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, som forkortar
tiden fran upptickt av egenskap i lamplig kélla eller fran det att ett behov uppstér, fram till
fardig sort, utvecklas. Att producera fordubblade haploider (DH) &r ett snabbt sitt 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
svarare dn cellodling av tvahjartbladiga arter (Steward, 1983). Detta géller ocksé 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 arbetet har d&ven screening av hostvetegenotyper med
standarodling utforts.

Odling av isolerade mikrosporer for framstillning av fordubblade haploider fungerar betydligt
béttre 1 hostkorn én i virkorn. Ett mél {or projektet var att forsoka effektivisera DH-
produktionen i virkorn med odling av isolerade mikrosporer.

Vid val av metod for framstillning av DH i varkorn har odling av isolerade mikrosporer den
storsta potentialen. Metoden ér tekniskt komplicerad och responsiviteten hos olika genotyper
av varkorn dr mycket varierande vilket for ndrvarande begrinsar anvindningen. Under 2005
har ett grundprotokoll enligt Kasha et al. (2003) valts och en serie modifieringar provats.

Modifieringarna representerar avgorande steg 1 mikrosporkulturférloppet, odling av
donatorplantor, sjdlva mikrosporisoleringen, sammanséttningen av induktionsmedium,
behovet av differentieringsmedium, och sammanséttningen av regenerationsmedium. Om
inget annat angetts har forsoken utforts med varkorngenotypen ”Lina” som utmérks av god
responsivitet for mikrosporodling.



Havre ar en viktig groda for SW och Sverige och produktion av DH-linjer dven i denna art ar
onskvirt. Ett nytt protokoll fran Finland har testats och utvérderats (Kiviharju et al., 2005).

Material och metoder

Vete

Tidigare arbete i detta projekts foregangare visade att en metod publicerad av Holme et al.
(1999) som har vidareutvecklats, har varit den effektivaste for odling av isolerade mikrosporer
i nordeuropeiska hostveten. Som en fortsittning av det arbetet har ATP-behandling av
mikrosporerna lagts till, for ett forsoka minska albinofrekvensen. Tre olika ATP-
koncentrationer, 0,5, 1 och 5 mM samt en kontroll utan ATP har jamf6rts. Fyra olika
genotyper, valda for sin olikhet i responsivitet, har anvénts 1 detta arbete och resultaten
redovisade hér bygger pa 167 mikrosporisoleringar.

Inom projektets ram har drygt 50 hostvetelinjer testats for sin responsivitet 1 stdndarodling.
Korn

I virkorn har behandling med colchicin i av de isolerade mikrosporerna testats for att se om
samma positiva resultat som tidigare erhallits i hostvete nér det giller produktion av grona
plantor, skulle kunna erhallas dven i denna groda. Colchicin i koncentrationerna 100, 300, 500
och 3000 uM samt en kontroll utan colchicin jdmfordes tillsammans med en metod
huvudsakligen framtagen av Kasha et al. (2003). Arbetet har utforts som ett examensarbete 1
utbildningen till biomedicinsk analytiker.

Odlingsbetingelser

Tva olika jamforelser har gjorts av odlingsbetingelser for donatorplantor. Tre typer av
odlingsrum ingér 1 jimforelserna: odlingskammare utan dagsljus, klimatstyrt vaxthus vid SW
laboratoriet 1 Svalov, och klimatstyrt vixthus vid Biotronen 1 Alnarp. I jamforelsen mellan
klimatstyrda véxthus ingick fyra genotyper av varkorn.

Donatorplantorna odlades under vinterhalvéret. For odlingsbetingelserna var specifikationen:
Plantor odlas i 3 | krukor med 1-3 plantor per kruka. Odlingssubstratet 4r Kronmulls
fullgodslad Krukvaxtjord Exklusiv med tillsats av 2,3 g/planta av Plantacote langtidsverkande
gddning. For tillaggsbelysning anvinds OSRAM 400W metallhalogenlampor och
ljusintensiteten dr 300-400 uM.m™.s™. Temperaturer for varkorn dr 16°C dag/15°C natt.
Relativ luftfuktighet dr 65%.

Mikrosporodlingsmetod

I mikrosporkultur enligt Kasha et al. (2003) placeras isolerade mikrosporer pa filterpapper pa
ytan av Gelrite (3,5 g/l) -stabiliserad FHG i en 6 cm petriskal for induktion av androgenes och
fuktas dérefter med jdmna mellanrum med ett par droppar FHG. Som alternativ provades att
placera en mikrosporkultur ovanpd FHG stabiliserad med agaros. Tva koncentrationer av
agaros provades, 2 g/l respektive 3 g/l. Efter isolering och 2 tvittar i 0,3 M mannitol slammas
mikrosporerna upp i 1 ml FHG. Mikrosporerna fordelas pé tvd skalar och laggs med pipett 1
en utbredd stor droppe pd FHG-agarosplattan. Under tva veckor tillsidtts FHG medium tre
ganger forsiktigt med pipett sé att mikrosporsuspensionen utvidgas i takt med att embryona
Vaxer.

Efter 14 dagar 6verfors suspensionen med sked till 9 cm skélar med Gelrite-stabiliserat FHG-
induktionsmedium eftersom den mindre petriskalen inte ldngre racker till. En manad efter



isoleringen flyttas embryona med sked till Gelrite-stabiliserat differentieringsmedium, och
efter ytterligare 14 dagar till Gelrite-stabiliserat regenerationsmedium i odlingsburkar.

Induktionsmedium

For att inducera androgenes hos isolerade mikrosporer utsitts de for temperatur- och
néringsstress, varefter de odlas pd sdrskilt (FHG) induktionsmedium. I den aktuella metoden
ar induktionsmediet stabiliserat med 3,5 g/l Gelrite. Mikrosporerna odlas pa ett filterpapper
som lagts pd FHG-mediets yta. En alternativ metod ar att odla mikrosporerna i en droppe FHG
medium pa ytan av agaros-stabiliserat FHG induktionsmedium. Tv4 forsok gjordes, det forsta
med olika agaroskoncentrationer och det andra med fler genotyper och i tvé olika
odlingsbetingelser for donatorplantorna.

Da olika modifieringar av induktionsmediet FHG férekommer i litteraturen gjordes en
jamforelse av tillsatser av tillvaxtregulatorer. I detta fall anvéindes BAP pé nivan 1,0 mg/l i
samtliga isoleringar medan hélften dessutom inneh6ll 10 mg/l PAA. Tre genotyper av
varkorn, Lina, Annabell och Simba anvindes.

Differentieringsmedium

I ett forsok att forenkla protokollet Kasha et al. (2003), provades att utesluta steget med
differentieringsmedium.

Regenerationsmedium

Regenerationsmediet enligt Kasha et al. (2003) baseras pd (Murashige & Skoog, 1962) med
tillsats av hormoner; IAA 1,0 mg/l och kinetin 1,0 mg/l. Detta jamfordes med Murashige &
Skoog medium enligt Duchefa utan tillsats av hormoner. Tio ax av Lina varkorn poolades i en
mikrosporisolering efter att ha forbehandlats i 0,3 M mannitol vid 4°C i 5 dagar. De isolerade
mikrosporerna placerades pa ett fuktat filtrerpapper ovanpa Gelrite-stabiliserat FHG
induktionsmedium i 6 cm petriskal. Tre droppar flytande FHG medium tillférdes 1 géng per
vecka. Embryotillvixten bedomdes efter 6 veckor enligt en skala 0-5, dir 5 motsvarar >200
embryon. Embryon flyttades dérefter till differentieringsmedium och férdelades pé fyra
stycken 9 cm petriskalar. Efter 14 dagar pa differentieringsmedium flyttades embryona till de
tva olika regenerationsmedium. Avlidsning av antal regenererade grona och vita skott gjordes
for respektive medium efter 30 dagar. Dessutom gjordes en bedomning av plantornas tillvaxt
och rotningsformaga.

Havre

I havre har ett nytt protokoll for DH-produktion med stdndarodling, publicerat av Kiviharju et
al. (2005), testats med tre olika havresorter, Lisbeth, Aslak och Belinda.

Resultat

Vete

Resultaten av behandlingen med olika koncentration adenosintrifosfat (ATP) baseras pa totalt
167 mikrosporisoleringar. En responsiv sort (SW Agaton), en sort med sdmre responsivitet
(Revelj), en sort med dalig responsivitet (SW Harnesk) och en sort utan responsivitet (SW
Gnejs) har ingétt i studien. Metoden som har anvénts vid isoleringarna &r ursprungligen
utvecklad pd KVL (Holme et al. 1999) och senare modifierad av Jensen (2002). Metoden &r
den som visat sig fungera bést pa nordeuropeiska genotyper i jimforelse med andra metoder
(Touraev et al., 1996, Kumlehn, pers. medd. 1999, Kasha & Simion, 2001, Konzak et al.,
2001). Forsok har tidigare gjorts med lustgas-, syrgas- och lustgas- i kombination med
colchicinbehandling. Lustgas- 1 kombination med colchicinbehandling &r den metod som varit



mest framgéngsrik for att erhdlla maximalt antal grona plantor och detta har nu testats med
tillsats av ATP for att minska andelen producerade albinoplantor. Albinofrekvensen minskar
med dkande ATP-koncentration men skillnaderna #r inte signifikanta. Aven mingden
producerade grona plantor paverkas negativt av 6kande ATP-koncentration.

Mikrosporodling i hostvete
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Figur 1. Medelvirden och standardfel for antal producerade grona och albinoplantor per
mikrosporisolering i sorterna SW Agaton, Revelj, SW Harnesk och SW Gnejs med
mikrosporodlingsmetod enl. Jensen (2002) kompletterad med lustgas- och
colchicinbehandling kombinerat med behandling med olika koncentrationer adenosintrifosfat
(0mM, 0,5mM, 1mM resp. SmM ATP).

Vid screening av responsivitet i standarodling av ett femtiotal vetelinjer gav 52% inga grona
plantor och 48% mellan 0,1 och 3 grona plantor per ax.

Korn

Behandling av mikrosporer med 100 uM colchicin gav hogre antal grona plantor per isolering
(371 jmf med 276), men légre frekvens grona plantor (69,2%) &n obehandlade mikrosporer
(73,2%). Ovriga behandlingar gav sdmre resultat &n kontrollen.

Tvd odlingsbetingelser for donatorplantor; SW-kammare nr 5 och klimatstyrt véxthus
Rénneberga 2.

For donatorplantor odlade under vintern blev resultatet till formén for material som odlats i
klimatstyrt vixthus. Langre fram pé véren forbattrades utfallet ytterligare rdknat som antal
regenererade grona plantor per anviant donatorplantax.



Vixtplats for  Datum for Antal Grona Albina Grona Frekv.

donatorplantor sadd mikrospor- plantor plantor plantor/ grona
isoleringar donatorax  plantor
SW5 2004-12-08 2 452 90 20,5 0,8
Rb2 2004-12-21 3 749 189 22,7 0,8
Rb2 2005-01-05 2 331 78 15,8 0,8
Rb2 2005-03-24 3 1705 722 47,4 0,7

Tabell 1. Resultat av mikrosporkultur fran donatorplantor odlade i tvd odlingsbetingelser med
samma specifikation men olika tekniska forutsittningar. SWS5: Odlingskammare. Rb2:
Klimatstyrt vixthus

Tva odlingsplatser for donatorplantor; Biotronen i Alnarp och Rénnebergsvixthuset pa SW
laboratoriet okt 2005 — febr 2006.

I jamfGrelsen mellan tvéa olika klimatstyrda vaxthussystem erholls positiv effekt 1 frekvens
grona haploida plantor per anviant donatorplantax 1 Biotronen jamfort med det mindre
avancerade anldggningen vid SW laboratoriet. For den icke-responsiva genotypen Sebastian
erholls ingen forbéttring.

Vaxthus Sort Donator- Grona Frekv. grona/ Albina  Frekv.

plantax plantor donator- plantor albina
plantax plantor

Biotron DH Lina 24 611 25,5 131 0,18

Biotron Sebastian 0 0

Biotron Annabell 33 29 0,9 36 0,55

Biotron Scandium 25 2 0,1 72 0,97

SWilab DH Lina 36 587 16,3 34 0,05

SWilab Sebastian 0 0

SWilab Annabell 25 21 0,8 24 0,53

SWlab Scandium 26 1 0,04 57 0,98

Tabell 2. Resultat av mikrosporodling frén fyra genotyper donatorplantor odlade i tva typer av
klimatstyrda rum med samma specifikation av odlingsbetingelser.

Metodjimforelse mellan induktion av androgenes med mikrosporkultur pd agarosstabiliserat
FHG induktionsmedium och mikrosporkultur pa filterpapper pd ytan av Gelrite-stabiliserat
FHG-medium.

Effekten av att anvidnda agarosstabiliserat induktionsmedium var stor. Frekvensen
regenererade grona haploida plantor 6kade frin 22,7 per anvant donatorplantax till 179,3 vid
3,0 g/l agaros. 5-12 ax anvindes for varje mikrosporisolering. Frekvensen albina plantor
Okade ocksd, men inte sa att det paverkade resultatet negativt.



FHG Antal Medelviarde Medelvirde Frekv. grona Frekv. albina

induktions- isoleringa grona albina haploider/ haploider/
medium r haploider  haploider  donatorax donatorax
Gelrite 3,5 g/l 3 249,7 63,0 22,7 5,7
Agaros 2,0 g/l 3 873,3 104,7 170,7 20,6
Agaros 3,0 g/l 3 930,0 114,0 179.3 22.4

Tabell 3. Induktion av haploida plantor vid in vitro odling av isolerade mikrosporer pd FHG
induktionsmedium stabiliserat med 3,5 g/l Gelrite och tva koncentrationer av agaros.

Ett andra forsok, med tre genotyper odlade i1 klimatstyrt vaxthus i Alnarp gav liknande resultat
med forbéttring av frekvensen regenererade plantor efter embryoinduktion pa
agarosstabiliserat medium.

Vixthus Sort Donator- Stabiliserin Grona Frekv. grona  Albina Frekv.
plantax gav FHG plantor plantor/ planto albina
induktions- donatorplanta r plantor
medium X
Biotron DH Lina 24 agaros 4280 178,3 179 0,04
Biotron Annabell 12 agaros 46 3,8 17 0,27
Biotron Scandiu 24 agaros 7 0,3 87 0,93
m
Biotron DH Lina 24 gelrite 611 25,5 131 0,18
Biotron Annabell 33 gelrite 29 0,9 36 0,55
Biotron Scandiu 25 gelrite 2 0,1 72 0,97
m

Tabell 4. Induktion av haploida plantor vid in vitro odling av isolerade mikrosporer pd FHG
induktionsmedium stabiliserat med 3,5 g/l Gelrite och 3,0 g/l agaros.

Protokolljamforelse med eller utan tillsats av PAA i FHG induktionsmedium i modif.
protokoll enligt Kasha et al 2003.

Tillsats av BAP + PAA ger en positiv effekt, dvs 6kad induktion av grona plantor jamfort med
enbart BAP. Dock visar resultatet ocksé att en genotypinteraktion kan forekomma.

Genotyp Nr Mikrosporisolering nr Induktionsmedium  Grona plantor/ax
Lina 8597 72a BAP+PAA 28,31
Lina 8597 72b BAP 22,73
Annabell 8599 58 BAP+PAA 0,92
Annabell 8599 63 BAP 0,58
Annabell 8599 67 BAP+PAA 1,00
Annabell 8599 69 BAP 0,08
Simba 8601 55 BAP+PAA 0,00
Simba 8601 56 BAP 2,33
Simba 8601 59 BAP+PAA 0,55
Simba 8601 64 BAP 1,42

Tabell 5. Jimforelse mellan tvé tillsatser av vixthormoner i regenerationsmedium vid
framstéllning av haploida plantor genom modifiering av protokoll enl. Kasha et al. (2003).



Protokolljamforelse med eller utan differentieringsmedium i modif. protokoll enligt Kasha et
al 2003.

I ett forsok att forenkla protokollet Kasha et al. (2003), provades att utesluta steget med
differentieringsmedium for hélften av antalet inducerade embryon i ett experiment med 6
mikrosporisoleringar i genotypen Lina. I inget av dessa erhdlls ndgon regeneration av skott
eller rotter om differentieringsmedium uteslots medan medeltalet haploida plantor per anvént
donatorax efter mikrosporodling med paféljande anvandning av differentieringsmedium blev
196,5.

Jamforelse av regenerationsmedium av MS-grundtyp enligt Duchefa och modifierat enligt
Kasha et al 2003.

Mikrosporisoleringen gav 1,2 x 10° mikrosporer och en embryotillvixt i hogsta
bedomningsklass. Tabellen visar att nagot fler plantor regenererades med hormonberikat
medium. Skillnaderna 4r dock inte statistiskt signifikanta. A andra sidan erholls betydligt
battre rotutveckling vid odling p& hormonfritt medium, varfor det senare ar att foredra.

Reg medium Odlburk nr  Grona plantor Albina plantor Summa plantor

MS Kasha a 11 0 11
MS Kasha b 11 0 11
MS Kasha c 12 1 13
MS Kasha d 17 8 25
MS Kasha e 53 9 62
Summa 104 18 122
Medel 20,8 3,6 24,4
MS Duchefa a 14 0 14
MS Duchefa b 8 0 8
MS Duchefa c 13 0 13
MS Duchefa d 19 4 23
MS Duchefa e 28 2 30
Summa 82 6 88
Medel 16,4 1,2 17,6

Tabell 7. Antal grona och albina plantor efter odling pa tvé olika regenerationsmedium, enligt
Murashige & Skoog, 1968 (MS Duchefa) och modifierat (MS Kasha).

Havre

Av varje genotyp lades stdndarna fran 57 till 70 vippor. Frén 5,9 till 0,3 embryon per vippa
bildades och mellan 7,1 och 41,6% av embryona grodde och gav grona plantor. Endast 20%
av de grona plantorna hade spontanférdubblade kromosomer och 80% var haploider.

Tabell 8. Antal lagda vippor, producerade embryon, regenererade grona och albinoplantor
samt ploidinivan pa de producerade grona plantorna.

Genotyp Lagda Antal Grona Albino- Ploidiniva
vippor embryo plantor plantor 1x 2x

Lisbeth 62 365 26 1 22 4

Aslak 70 245 102 10 63 18

Belinda 57 19 2 1 2




Diskussion

Vete

Aven om behandlingen med ATP har minskat albinofrekvensen nigot #r skillnaderna mellan
olika behandlingar inte signifikanta och det faktum att ocksa antalet producerade grona
plantor minskar dr negativt ur produktionssynpunkt. Att hitta nagon koncentration som é&r
positiv eller neutral for alla genotyper verkar inte vara mdjligt och detta begrénsar
anvindningen av ATP avsevirt.

Korn

Behandlingen av kornmikrosporer med colchicin har, i de begriansade studier som gjorts hir,
visat pa positiva tendenser. Utokade studier for att hitta ratt behandlingstid och —koncentration
ar onskvirt.

Till de viktigare problem som aterstér att 16sa nir det géller mikrosporodling 1 varkorn hor en
starkt genotypberoende responsivitet. Ett annat géller problem med embryogroning och
regeneration av skott och rétter in vitro. I denna undersdkning har vi forsokt utveckla ett av de
senast publicerade protokollen mot att bli mer generellt verkande genom att angripa ett par
betydelsefulla moment. Delvis utanfor sjilva protokollet ligger de specifika egenskaperna hos
varje unik odlingsanldggning som kraftigt paverkar donatorplantornas odlingsbetingelser och
ddrmed ocksé utfallet av mikrosporodlingen. Den positiva responsen (om én svag) av odling 1
Biotronanlidggningens véxthusdel ger en indikation pa hur klimatstyrningen bor stadkommas.
Skillnaden jamfort med Ronnebergsvixthuset bestar i en stabilare lufttemperatur 6ver hela
kammarens yta och d:o relativ fuktighet genom ett noggrant styrt luftflode. Avsevirda
variationer 1 planttemperaturer uppkom dock genom att mdjlighet till solavskdrmning inte
fanns.

Den positiva effekten av odling pd agarosstabiliserat induktionsmedium dr en klar forbéttring
samtidigt som metoden kréver ytterligare utvecklingsarbete for att bemistra problem med
kollapsande kulturer. Induktionsmediets hormonsammanséttning visade sig ocksa ha stor
betydelse for utfallet och mediet enligt Kasha et al (2003) med tillsats av BAP och PAA utgor
dérvid ett framsteg jamfort med det provade alternativet. Detsamma géller for anvindning av
differentieringsmedium i embryokulturen.

Slutligen uppnaddes framsteg och en forenkling 1 slutsteget som bestar av odling av
differentierade embryon pa regenerationsmedium. Genom att helt slopa hormontillsats blev
effekten visserligen att frekvensen regenererade skott blev nigot ldgre men samtidigt kunde
standardmedium anvéndas samtidigt som vésentligt béttre rotning och planttillvaxt
uppnéddes.

Havre

For forsta gangen har grona plantor regenererats fran staindarodling i havre pa SW laboratoriet.
Detta positiva resultat har lett till fortsatta forsok med utdkad genpool.
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