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Cele zdania:

A/ Badanie wptywu warunkéw wzrostu - na kondycje fizjologiczng roslin dawcdéw mikrospor.

B/ Badania nad ustaleniem markera morfologicznego - dtugosci pgka — powigzanego ze stadium
mikrospory zdolnej do zmiany z rozwoju generatywnego na wegetatywnego.

C/ Badania nad wplywem skutecznej stymulacji izolowanych mikrospor do podzialéw w kulturze
in vitro.

D/ Badania nad kulturg zarodkow mikrosporowych rzepaku i gorczycy.

E/ Badania nad konwersja zarodké6w mikrosporowych w ro§liny lub stymulacja wtoérnej
embriogenezy.

Material wykorzystywany we wszystkich tematach
Materiatem do badan w realizowanych tematach bylo 10 réznych genetycznie dawcow mikrospor
rzepaku ozimego oraz gorczyca biata (Sinapis alba) podwdjnie ulepszona odm. Warta.

ad. A/ Badanie wptywu warunkéw wzrostu - na kondycje fizjologiczng roslin dawcéw mikrospor.
Metody

Nasiona badanych dawcoéw wysiewano w kilku etapach. W fazie czterech lisci rosliny jaryzowano
przez 7 tygodni w temperaturze 4°C, przy o$miogodzinnym o$wietleniu. Po tym czasie dalsza ich
wegetacja przebiegata w fitotronie przy 16 godzinnym fotoperiodzie, temperaturze dnia/nocy
13%10°C. Cze$é roslin gorczycy biatej rozwijata si¢ w fitotronie bez okresu jaryzacji, a cze$é roslin
gorczycy biatej przejdzie okres jaryzacji podobny jak rosliny rzepaku.

Wyniki

Warunki wzrostu roslin donorowych majg istotny wptyw na uzyskanie efektu wydajnej embriogenezy
mikrospor w Kkulturze in vitro. Rosliny rzepaku w fazie 4-5 wihasciwych lisci rozpoczynaty okres
sztucznej wernalizacji. Po okresie jaryzacji rosliny rozwijaty si¢ w warunkach fitotronu - temperatura
dzien/noc 13%10°C. Roéliny podzielono na trzy grupy. Pierwsza grupa roélin przechodzita okres
jarowizacji sze$¢ tygodni. Okres rozwoju pedoéw generatywnych tych roslin wynosit wigcej niz trzy
miesigce. Druga grupa roslin okres jaryzacji przechodzita w ciagu 7 tygodni. Pedy kwiatowe rozwijaly
si¢ w ciggu 2-2,5 miesigca. Wszystkie ro§liny rozwijaly si¢ rownomiernie tworzac prawidtowo
wyksztatcone pedy generatywne. Trzecia grupa rosliny, przechodzila okres jaryzacji 8 tygodni.
Rosliny rozwijaly si¢ podobnie jak w przypadku siedmiotygodniowego okresu jaryzacji.

Rosliny gorczycy biatej w sztucznych warunkach wzrostu, bez traktowania chlodem rozwijaty sie
nier6wnomiernie wytwarzajgc pedy generatywne fizjologicznie stabe. Natomiast rosliny po okresie
traktowania chtodem przez 7 tygodni, po przeniesieniu do fitotronu w krotkim czasie wytwarzaty pedy
kwiatowe.

Dyskusja

Hodowla haploidow i podwojonych haploidow zaczyna si¢ od wyboru rosliny dawcy mikrospor.
Zasadniczym warunkiem uzyskania efektywnej androgenezy jest kondycja fizjologiczna roslin
dawcow mikrospor, przede wszystkim w badaniach z rzepakiem ozimym, gdy rosliny musza przejsé
okres wernalizacji. Warunki sztucznej jaryzacji form ozimych, parametry temperatury, oswietlenia
oraz czas traktowania chtodem roslin sa rozne w zaleznosci od danego osrodka czy laboratorium.
(Kott i in. 1990). Jak wynika z prezentowanych badan testowane linie rzepaku ozimego nie miaty
zroznicowanych wymagan jarowizacyjnych. Nawet po najkrotszym okresie wernalizacji, w warunkach
komory chtodniczej, w fitotronie wytworzyty pedy generatywne, ale w dtuzszym czasie. Natomiast po
7 i 8 tygodniach dziatania chtodu nie zaobserwowano znaczacych réznic w tempie rozwoju pedow
kwiatowych.

Gorczyca biata roslina jara, podwajnie ulepszona jest bardzo wrazliwa na warunki prowadzenia
uprawy w sztucznym srodowisku. Natomiast rosliny po okresie jaryzacji przez 7 tygodni wzrastaty
szybciej i byty bujnigjsze.

Kott L., Beversdorf W.D. 1990. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 23: 187-192.

Whioski




¢ \Wymagania jaryzacyjne badanych genotypow nie byty wigksze niz 7 tygodni, co $wiadczy o ich
podobnych zdolnosciach do wernalizacji. Mozliwe, ze pula genetyczna rzepaku ozimego zostata
znacznie zawezona pod wzgledem tej cechy w trakcie procesow hodowlanych.

e Gorczyca biata po okresie dziatania chtodu rozwija si¢ szybciej i posiada bujne pedy generatywne.

ad. B/ Badania nad ustaleniem markera morfologicznego - diugosci paka — powiazanego ze stadium
mikrospory zdolnej do zmiany z rozwoju generatywnego na wegetatywny.

Wyniki

Po zakwitnieciu pierwszego kwiatu na pedzie generatywnym rzepaku ozimego pobierano paki do
analizy cytologicznej. Na preparacie mikroskopowym oceniano stadium mikrospor z pylnikow
pobranych z pakéw o danej dtugosci. Wybierano jedynie paki o takiej diugosci, ktore zawieraja
pylniki z mikrosporami w péznym stadium jednojadrowym. Dla wigkszosci badanych linii byty to
paki od 3,5 mm do 3,8 mm. Wyjatek stanowita jedna linia, ktorej paki w wiekszym zakresie diugosci
(3,2-3,8 mm), zawieraty mikrospory w stadium odpowiednim do izolacji. Natomiast wyrozniaty si¢
dwie linie nr 9, dla ktérej ustalono diugos¢ pakow 4,0-4,3 mm oraz linia nr 10, u ktorej
selekcjonowano paki o dtugosci 4,5-5,5mm.

Z gorczycy biata postgpowano podobnie. Pylniki o dtugosci ok. 3mm zawieraty mikrospory w stadium
jednojadrowym.

Dyskusja

Waznym czynnikiem warunkujacym skuteczna indukcje androgenezy in vitro jest prawidtowe
okreslenie stadium rozwoju mikrospor. Jedynie mikrospora w péznym stadium jednojadrowym, kiedy
synteza DNA jest zakonczona krotko po pierwszej mitozie, jest najbardziej podatna na zmiang drogi
rozwojowej (Dunwell 2010). W prezentowanych badaniach stosowany pomiar paka kwiatowego
z roslin rozwijajacych si¢ w kontrolowanych warunkach wzrostu byt uzytecznym sposobem na
powtarzalnos¢ efektow kultury izolowanych mikrospor. Zmienno$¢ dtugosci paka kwiatowego
w badanym materiale byta niewielka. Wyrézniaty sie¢ dwa genotypy linia nr 9 i linia nr 10, u ktérych
paki o diugosci 4,0 do 5,5 mm, zawieraty pylniki z mikrosporami w pozadanym stadium. W literaturze
spotyka sie prace, ktore opisujg dtugosci pagkéw kwiatowych od 3,0 do 4,0 mm selekcjonowanych do
izolacji mikrospor (Tsuwamoto, Takahata 2008). Dla gorczycy biatej po raz pierwszy badano
korelacje diugosci paka kwiatowego ze stadium rozwoju mikrospory.

Dunwell J.M. 2010. Plant Biotechnology Journal 8: 377-424.

Tsuwamoto R., Takahata Y. 2008. Breeding Science 58: 251-259.

Whioski

Obserwacje cytologiczne mikrospor w pylnikach i ustalanie dtugosci pakoéw selekcjonowanych do
izolacji mikrospor determinuja efektywnos¢ procesu androgenezy.

ad. C/ Badania nad czynnikami skutecznej stymulacji izolowanych mikrospor do podziatow
w kulturze in vitro.

Metody

Kultura izolowanych mikrospor rzepaku 0zimego

Z selekcjonowanych pakéw kwiatowych rzepaku ozimego izolowano mikrospory wg/ modyfikowanej
metody Lichtera (1982). Po trzykrotnym odptukaniu i wirowaniu koncowe stezenie mikrospor
wynosito od 80 do 100 000 mI™. Po ostatnim wirowaniu mikrospory zawieszano w pozywce NLN-13
lub NLN-13 z 0,05% kolchicyna. W nastgpnym dniu mikrospory po odptukaniu zawieszano w swiezej
pozywce NLN-13 w stezeniu koto 50 000- 40 000 ml™. Kultury izolowanych mikrospor prowadzono
w ciemnosci w temperaturze 30°C przez 10 dni, 32,5° przez 1 dzien, a nast¢pnie szalki przenoszone
byty do 30°C oraz 1 dzien w temperaturze 32,5°C. Po tym okresie szalki z mikrosporami przenoszone
byly do termostatu w ciemnosci i temperaturze 24°C.

Kultura izolowanych mikrospor gorczycy biatej podwdijnie ulepszonej

Z wyselekcjonowanych pakow preparowano pylniki, ktore wykladano na pozywke stata (Leelavathi
iin. 1984,). Pre-kulture pylnikow prowadzono jeden dzien w niskiej temperaturze (4°C lub 1°C).
Nastgpnie z tych pylnikow izolowano mikrospory w pozywce KBS5. Szalki z izolowanymi
mikrosporami przenoszono do termostatu z temperatura 24° C.

Wyniki

Rzepak




Badano wptyw kolchicyny na skuteczno$¢ podziatow mikrospor rzepaku zaraz po ich izolacji oraz
warunki temperatury inkubacji mikrospor w pierwszych dniach prowadzenie kultury. Prowadzono
wstepne obserwacje kultury mikrospor z dwu dawcow o zréznicowanej zdolnosci do podziatow.
Pierwsza linia wykazywata podatnos¢ do stymulacji podziatow (w standardowym toku postgpowaniu)
i do pozywki dodano 0.05% kolchicyny zaraz po izolacji mikrospor. Uzyskano woéwczas 236
zarodkow. Natomiast z kultury bez dodania kolchicyny do pozywki otrzymano 158 zarodkow
mikrosporowych rzepaku. Druga linia charakteryzowata si¢ niska podatnoscia do podziatow. Z kultury
w ktorej mikrospory zawieszone byty w NLN z kolchicyna, uzyskano 7 zarodkow. Natomiast nie
uzyskano zadnych zarodkéw z kultury NLN bez kolchicyny.

Badano takze wplyw temperatury na inicjacj¢ podzialdéw mikrospor mierzong liczbg uzyskanych
zarodkow. Obserwacje prowadzone byty na 10 roslinach dawcach zréznicowanych genetycznie.

Z przeprowadzonych wstepnych badan wynika, ze reakcja na stymulacje do podziatéow mikrospor
wysoka temperaturg, zalezy od genotypu dawcy. Miarg skutecznosci tego postepowania byta liczba
uzyskanych androgenicznych zarodkéw. W pierwszych przeprowadzonych eksperymentach
zauwazono, ze genotypy o niskich sktonnosciach do androgenezy, w trzech badanych wariantach
temperaturowych, wykazywaty niska stymulacja mikrospor do podziatow.

Wyniki badan prezentowano w formie plakatu i wyktadu Zat. 1,2.

Gorczyca

Mikrospory izolowane z pylnikéw po jednym dniu w temp.1°C byly catkowicie obkurczone.
Natomiast po jednym dniu w temperaturze 4° C znaczna czesé mikrospor nie byta obkurczona. Po
izolacji i odptukaniu mikrospory zawieszano w samej pozywce KB5 lub z dodatkiem 0,2 mg/l ABA.
W drugiej serii doswiadczen mikrospory zawieszono w pozywce KB5 z dodatkiem 0.025%
kolchicyny, szalka kontrolna byla bez kolchicyny. Po 20 godzinach mikrospory odptukano
i zawieszono w swiezej pozywce.

Dodatek kolchicyny powodowat obkurczanie mikrospor gorczycy. Natomiast w pozywce z ABA po
paru dniach zaobserwowano pierwsze podzialy mikrospor gorczycy. Sa to pierwsze eksperymenty
z inicjacja podziatoéw mikrospor gorczycy.

Lichter R. 1982. Z. Pflanzenphysiol.105: 427-434

Dyskusja
Od poczatku prowadzenia badan nad skuteczng indukcjg mikrospor do podziatow, w réznych

osrodkach badawczych, stosowano rozne czynniki stymulujace podzialy. Zastosowanie szoku
termicznego przez Kellera i Amstronga (1978) stanowito przetom w uzyskiwaniu efektywnej
embriogenezy w kulturach pylnikéw rzepaku. Okazato sig, ze stres temperaturowy jest niezbgdny do
zainicjowania procesu androgenezy roslin z rodzaju Brassica. Wysoka temperatura w przedziale
30°-35° C przez pierwsze 3-10 dni od izolacji stymuluje znaczaco embriogeneze (Nehlin 1999). We
wczesniejszych badaniach (Cegielska-Tars i in. 2002) wykazano, ze inkubacja mikrospor przez 10 dni
w temp. 30°C , jest optymalng do inicjowania podziatow. Natomiast w prezentowanych badaniach
oprocz 30°C, zastosowano takze inkubacje jeden dzien w 32,5°C, a nastepnie 30°C oraz jedna dobe
w 32,5°C. Zaobserwowano zréznicowana reakcje na stymulacje wysoka temperatura mikrospor do
podziatéw z roznych genetycznie dawcow.

Nie opublikowano dotychczas prac dotyczacych kultury izolowanych mikrospor gorczycy biatej
podwojnie ulepszonej, warunkow prowadzenia kultury i stymulacji podziatow mikrospor.
Prezentowane wyniki sa pierwszymi informacjami o kulturze izolowanych mikrospor i indukcji
embriogenezy mikrospor gorczycy biatej.

Cegielska-Taras T., Tykarska T., Szata L., Kuras$ L., Krzymanski. 2002. Euphytica 124, 341-347.

Keller W.A., Armstrong K.C. 1978. Z. Pflanzenzuchtung 80: 100-108.

Nehlin L. 1999. Doctoral thesis Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala 8-42.

Whioski

e Wstepne wyniki wskazuja na stymulujacy wptyw kolchicyny na kulture izolowanych mikrospor.

e Stres temperaturowy jest niezbedny do zainicjowania podziatow mikrospor. Ze wstepnych
obserwacji wynika, ze wysokos¢ temperatury i czas indukcji jest zalezny prawdopodobnie od
genotypu dawcy.



e Pierwsze wyniki o indukcji embriogenezy mikrospor wskazuja na mozliwos¢ uzyskiwania
androgenicznych roslin gorczycy biatej rosliny obcopylnej.

ad. D/ Badania nad kultura zarodkéw mikrosporowych rzepaku i gorczycy biatej.

Metody

Prawidiowo wyksztatcone zielone zarodki w kulturze ptynnej NLN z 13% sacharoza przenoszono na
pozywke NLN z 8% sacharoza oraz na swieza pozywke NLN z 13% sacharoza. Obserwowano rozwoj
i stan fizjologiczny zarodkéw mikrosporowych po kilkunastu dniach prowadzenia kultury. Nastgpnie
zarodki przenoszono na pozywke stata i traktowano chtodem (1°C przez 14 dni).

Pierwsze zarodki mikrosporowe gorczycy przeniesiono na pozywke MS z kinetyna.

Wyniki

Wstepne wyniki wskazuja, ze redukcja sacharozy w pozywce nie wptywa negatywnie na ich rozwoj.
Zaobserwowano, ze zarodki zaréwno z 8% sacharozy jak i 13% sacharozy w pozywce nie ulegaja
zmianom morfologicznym. Nie stwierdzono zréznicowania w tempie dalszego rozwoju zarodkow.
Beda kontynuowane dalsze badania nad rozwojem zarodkéw mikrosporowych z obu wariantow
pozywek Zaobserwowano powolny rozwoéj pedow z zarodkow androgenicznych gorczycy biatej na
pozywce MS z kinetyna.

Dyskusja

W pracach nad konwersja zarodkow stwierdzono, ze redukcja sacharozy w pozywce NLN z 13% do
8%, stymuluje merystem wierzchotkowy pedu do rozwoju. Wéweczas istnieje szybki sposob uzyskania
pedow poprzez konwersje zarodkow. We wstepnych badaniach nie stwierdzono takiej zaleznosci.
Beda prowadzone dalsze badania nad skuteczng stymulacja merystemu wierzchotkowego zarodkow
androgenicznych rzepaku.

Whioski

e Ze wstepnych obserwacji wynika, ze redukcja sacharozy w pozywce NLN z 13% do 8% nie
wplywa negatywnie na rozwoj zarodkow mikrosporowych.

e Pierwsze obserwacje wskazuja, ze wysokie stgzenie kinetyny stymuluje powstawanie pedow
z zarodkow androgenicznych gorczycy biatej.

ad. E/ Opracowanie warunkéw konwersji zarodkéw mikrosporowych w rosliny lub stymulacja wtérnej
organogenezy.

Metody

W pelni wyksztatcone zarodki androgeniczne z ptynnej kultury przenoszono na pozywke stata
B5 z 2% sacharoza oraz z dodatkiem 0,1% GA3 na okres 14 dni i umieszczano w temperaturze 1°C
przy osmiogodzinnym oswietleniu. Po tym czasie szalki przenoszono do warunkow pokoju
hodowlanego. Przez kolejne kilka tygodni obserwowano konwersje zarodkéow w rosliny. Obliczano
liczbe uzyskanych pedéw po konwersji.

Zarodki, ktore nie ulegty konwersji, przenoszono na pozywke MS z 2% sacharozg oraz Kinetyna
w stezeniu 10 mola.

Wyniki

Z wylozonych zarodkéw mikrosporowych po traktowaniu chtodem (1°C) wstepnie zaobserwowano
zblizony procent konwersji dla zarodkow rozwijajacych si¢ na pozywce B5 bez GA3 i z GAS.
Zarodki, ktore nie ulegly konwersji przenoszono na pozywke z kinetyna, ktora skutecznie wptywata na
rozwoj pedow. Przez zastosowanie tych dwu metod istnieje mozliwosé, ze z kazdego zarodka
androgenicznego rzepaku istnieje mozliwos$¢ uzyskania ro$lin

Dyskusja

Najkorzystniejsza metoda w masowym uzyskiwaniu podwojonych haploidow jest stymulowanie
konwersji zarodkow w rosliny. Niska temperatura stymuluje rozwoj merystemu wierzchotkowego
zarodka nie tylko do konwersji w rosline, ale takze do szybszego uzyskiwania pedow poprzez inicjacje
organogenezy wtornej. Z przeprowadzonych wstepnych badan wynika, ze wystarczy jeden pasaz na
pozywke z kinetyng, dla uzyskania prawidiowego pedu z zarodka, ktory nie ulegt konwersji po
kulturze traktowanej chtodem. Wiele publikacji poswigconych konwersji zarodkéw mikrosporowych




w rosliny dotyczyto rzepaku jarego (Kott, Beversdorf 1990). Jednak warunki kultury dla tych roslin sa
nieskuteczne dla rzepaku ozimego. Dlatego podjeto badania nad uzyskiwaniem roslin
z androgenicznych zarodkow rzepaku ozimego.

Cegielska-Taras T., Tykarska T., Szata L., Kura$ L., Krzymanski J. 2002. Euphytica 124, 341-347.

Kott L., Beversdorf W.D. 1990. Plant Cell, Tissue

Whioski

Wstepne wyniki wskazuja, ze:

- kwas giberelinowy moze wzmagaé stymulacje rozwoju merystemu wierzchotkowego zarodka,

- niska temperatura (1°C) indukuje merystem wierzchotkowy do rozwoju w rosling w procesie
konwersji jak i wtornej organogenezy.



