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4-2-01-4-03 „Badania nad indukcją embriogenezy mikrospor u roślin z rodzaju Brassica sp.”(prof. dr hab. T. Cegielska-Taras)
Celem badań jest opracowanie optymalnej i skutecznej stymulacji embriogenezy mikrospor w kulturze in vitro izolowanych mikrospor oraz uzyskanie homozygotycznych linii z gatunków rodzaju Brassica. 
Efektywność procesu embriogenezy mikrospor rzepaku ozimego uwarunkowana jest wieloma czynnikami endogennymi i egzogennymi, spośród których do najważniejszych można zaliczyć: genotyp rośliny–dawcy mikrospor, jej stan fizjologiczny, warunki wzrostu rośliny na poszczególnych etapach rozwoju do kwitnienia, a także rodzaj pożywek i regulatorów wzrostu, substancji stymulujących bezpośrednio proces embrio- i organogenezy oraz temperatura w jakiej przebiega kultura.
Brassica napus L. - rzepak ozimy
Badania nad fizjologiczną kondycją roślin dawców mikrospor prowadzono na 10 zróżnicowanych genetycznie liniach rzepaku ozimego, obserwując 8 roślin z każdej linii. Młode rośliny w fazie 4-6 właściwych liści jarowizowano w komorach chłodniczych przez 7 tygodni w temperaturze +4° C przy ośmiogodzinnym oświetleniu. Po tym okresie rośliny przesadzano do większych pojemników z glebą i dalsza ich wegetacja przebiegała w fitotronie w warunkach 13-15°C przy 16-godzinnym fotoperiodzie. Tak prowadzone rośliny wytwarzały pędy generatywne w ciągu kolejnych 8-9 tygodni. 
Ważnym etapem w metodyce izolowanych mikrospor, warunkującym skuteczną indukcję androgenezy in vitro, jest prawidłowe określenie stadium rozwoju mikrospor, w którym możliwa jest zmiana kierunku ich rozwoju. Określono długość pąka kwiatowego jako marker morfologiczny dla pożądanego stadium rozwoju mikrospor w pylniku. U badanych dawców mikrospor zmienność długości pąka kwiatowego wahała się od 3,0-3,2 do 5,0-5,7mm. 
Badano również wpływ kolchicyny na skuteczność podziałów mikrospor rzepaku stosowanej zaraz po ich izolacji oraz wpływ wysokości temperatury inkubacji mikrospor w pierwszych dniach prowadzenia kultury. Zarówno genotypy embriogenne, jak i oporne, wykazywały większą wydajność procesu embriogenezy, gdy pożywkę NLN uzupełniono dodatkiem kolchicyny. Wykazano, że stosowanie kolchicyny w pożywce w pierwszej dobie po izolacji mikrospor, jest skutecznym bodźcem w procesie stymulacji mikrospor do podziałów.
W masowym uzyskiwaniu podwojonych haploidów ważnym etapem jest stymulowanie konwersji zarodków w rośliny. Stwierdzono, że dla badanych genotypów dodatek kwasu giberelinowego w stężeniu 0,5 mg/l nie wpłynął istotnie na bezpośredni rozwój roślin z zarodków mikrosporowych.
Skuteczność podwojenia liczby chromosomów zbadano u 400 androgenicznych roślin pochodzących z sześciu różnych dawców mikrospor rzepaku ozimego, które rozwinęły się z mikrospor traktowanych 0,05% roztworem kolchicyny w pożywce NLN w ciągu pierwszej doby po ich izolacji. Analiza cytometryczna wykazała, że procent diploidalnych roślin wyniósł od 29,7% do 75,0% w zależności od dawcy mikrospor rzepaku ozimego. W przypadku niskiej diploidyzacji dla uzyskania większej liczby podwojonych haploidów możliwe jest zastosowanie kolchicynowania odciętych pędów bocznych roślin haploidalnych. Ze 100 haploidalnych roślin o różnym pochodzeniu pobierano po trzy pędy do traktowania roztworem kolchicyny. Skuteczność podwojenia liczby chromosomów, przejawiająca się pojawieniem płodnych kwiatów wyniosła nawet 98%.
W warunkach szklarniowych z jednej rośliny - podwojonego haploidu - uzyskano od 0,06g do 26,1g nasion. Z każdej rośliny DH otrzymanej metodą androgenezy w kulturze in vitro możliwe jest uzyskanie nasion.
Brassica hirta - gorczyca biała
Gorczyca biała, chociaż jest rośliną jarą, po okresie działania chłodu rozwijała się szybciej i posiadała bujne pędy generatywne. Z wyselekcjonowanych pąków kwiatowych preparowano pylniki, które wykładano na stałą pożywkę. Pre-kulturę pylników w niskiej temperaturze (4C) prowadzono przez 24 godziny, a następnie izolowano z nich mikrospory w pożywce KB5. Traktowanie mikrospor gorczycy w pylnikach temperaturą 4C było na tyle skutecznym bodźcem do ich podziałów, że po następnych kilku dniach pojawiły się pojedyncze prazarodki. Doprowadzono także do kwitnienia rośliny zregenerowane z zarodków mikrosporowych. Badanie cytometrem przepływowym wykazało diploidalną liczbę chromosomów w otrzymanych androgenicznych roślinach gorczycy białej

Wnioski

Wymagania jarowizacyjne badanych roślin 10 dawców mikrospor rzepaku ozimego były podobne. Wskazuje to na zawężenie puli genetycznej rzepaku ozimego pod względem tej cechy. 

Badania cytologiczne, ustalające stadia rozwoju mikrospor w pylnikach, skorelowane z długością pąków selekcjonowanych do izolacji mikrospor, determinują efektywność procesu androgenezy in vitro.
Podatność do stymulacji embriogenezy mikrospor jest uwarunkowana genetycznie, jednak stosowanie różnych czynników stymulujących, jak kolchicyna lub temperatura inkubacji mikrospor zaraz po ich izolacji, umożliwiają uzyskanie mikrosporowych zarodków z genotypów rzepaku ozimego uważanych za „trudne”. 

Kwas giberelinowy w stężeniu 0,5 mg/l nie wpływał istotnie na bezpośredni rozwój roślin z zarodków mikrosporowych.
Metoda kolchicynowania mikrospor umożliwia w krótkim czasie uzyskanie prawidłowo wykształconych homozygotycznych roślin rzepaku ozimego. Skuteczną metodą alternatywną uzyskiwania podwojonych haploidów jest również kolchicynowanie odciętych pędów bocznych haploidalnych roślin. 

Z każdej rośliny DH otrzymanej metodą androgenezy w kulturze in vitro możliwe jest uzyskanie nasion. 

Gorczyca biała, roślina jara, po okresie działania chłodu rozwijała się szybciej i posiadała bujne pędy generatywne

Traktowanie mikrospor gorczycy w pylnikach temperaturą 4C było skutecznym bodźcem do ich podziałów. Z kultury izolowanych mikrospor gorczycy, rośliny obcopylnej i samo niezgodnej, uzyskano podwojone haploidy gorczycy białej podwójnie ulepszonej.

