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3. Cele zadania Ocena wplywu wybranych czynnikow egzogennych takich jak stres
przeprogramowania mikrospor oraz pozywka indukujaca na reakcje mikrospor w
warunkach kultury in vitro co w konsekwencji zostaje odzwierciedlone w
efektywnosci pozyskiwania zielonych podwojonych haploidow.

3. 1. Temat badawczy 1
Analiza wptywu réznych czynnikéw stresowych na indukcje androgenezy.
Cel tematu badawczego 1

Celem prac bylo zbadanie réznych rodzajow stresu na efektywnosé zaindukowania
mikrospor do podzialow mitotycznych przy réwnoczesnym wykorzystaniu techniki
izolowanych mikrospor oraz kultur pylnikowych.

Materialy i metody

Wyjsciowy materiat do§wiadczalny pochodzil z programu hodowli zyta 0zimego
realizowanego w firmach hodowlanych Danko i Poznanskiej Hodowli Roslin, gdzie zostat
otrzymany w wyniku krzyzowan genotypoéw o zréznicowanym pochodzeniu. Do pojedynczej
izolacji wykorzystywano od 10 do 15 ktoséw. Procedura izolacji zaktadala odwirowanie
mikrospor zywotnych od splazmolizowanych poprzez wirowanie zawiesiny komdrek w
gradiencie mannitolu i maltozy (kultury mikrospo KM). Mikrospory zywotne zawieszano w
ptynnych pozywkach indukujacych w szalkach Petriego (35 mm $rednicy). Pylniki
wyktadano na zestalone pozywki indukujace, ktore odpowiadaly swoim skladem tym
stosowanym dla KM jedynie z dodatkiem phytagelu jako czynnika zestalajacego. Dalsze
postepowanie z kulturami pylnikowymi (KP) odbywato si¢ analogicznie do KM.

Ocena wptywu réznych czynnikoéw stresowych na indukcje androgenezyw KP zostata
oszacowana jako procentowy udziat reagujacych pylnikow sposrod wszystkich wytozonych
na pozywki stale.

W prezentowanym zadaniu zatozono przetestowanie 9 kombinacji streséw dla 3
genptypow. W przypadku KM dla kazdego genotypu i kazdej kombinacji stresowej
przeprowadzono 3 odrebne izolacje mikrospor.

Wyniki
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Prace dotyczyly jednoczesnego indukowania procesu androgenezy zarowno w KM i
KP, co miato na celu wyeliminowanie moggcej pojawi¢ si¢ zmiennosci warunkow w czasie
uprawy ros$lin jak rowniez prowadzenia kultury in vitro. Otrzymane wyniki potwierdzaja
ogromne znaczenie doboru czynnika stresogennego w przeprogramowaniu mikrospor,
niemniej jednak decydujacy wplyw ma genotyp rosliny donorowej. Sposréd 3 badanych
genotypow, genotyp S555N/151 wydaje si¢ by¢é oporny na zaindukowanie procesu
androgenezy. Mimo iz efektywno$¢ izolacji komodrek haploidalnych byla na tym samym
poziomie co w pozostatych dwoch genotypach to po 7 dniach trwania kultury zywotnos$¢
mikrospor spadata w wiekszosci przypadkow do 0. Dla pozostatych 2 genotypow: poziom
zywotnosci mikrospor byt zalezny od zastosowanego stresu. Najlepsze wyniki uzyskano dla
stresu gdzie pedy z klosami byty chtodzone w 4°C przez 14 dni a nastepnie wyizolowane
pylniki dodatkowo inkubowane w 0,3 M roztworze mannitolu w temperaturze 4°C przez 7
dni. Nieco gorsze wyniki uzyskano przy chtodzeniu pedow z ktosami w 4°C przez okres 21
dni. We wszystkich kombinacjach dla ktérych zastosowano szok wysokiej temperatury
zywotno$¢ mikrospor po 7 dniach trwania kultury spadta do 0

W KP dziatanie czynnikow stresowych oszacowano na podstawie procentowego
udziatu reagujacych pylnikow w stosunku do wszystkich wytozonych po uptywie 4 tygodni
od zatozenia kultury. Otrzymane wyniki potwierdzity calkowita opornos$¢ genotypu
S555N/151 na zaindukowanie androgenezy. W przypadku pozostatych dwoch genotypow
haploidalng embriogenez¢ udato si¢ zaindukowa¢ dla wszystkich zastosowanych stresow
poza jednym (mannitol 32°C /24h), gdzie pylniki byty poddane szokowi cieplnemu. Najlepsze
wyniki dla obu genotypow otrzymano dla stresu chtodzenia ktosow przez 21 dni. Na
podobnym poziomie pylniki reagowaty dla stresu, gdzie ktosy byty chtodzone przez 14 dni i
dodatkowo przez kolejne 7 dni w roztworze mannitolu.

Dyskusja

Z doniesien literaturowych wiadomo o stosowaniu przez lata wielu pozywek do
indukcji androgenezy u zyta. W naszych badaniach pozywka 190-2 zostala zastosowana ze
wzgledu na jej przydatno$¢ sprawdzong wczes$niej w naszym laboratorium oraz przez innych
badaczy.W celu zaindukowania procesu androgenezy konieczne jest spelnienie kilku
podstawowych warunkow takich jak: dobry stan fizjologiczny rosliny donorowej, stadium
rozwojowe mikrospor, zaindukowanie mikrospor do procesu androgenezy czy sktad pozywek
sprzyjajacy podziatom komorkowym. W przedstawionym zadaniu badawczym skupiono
uwage na etapie zaindukowania mikrospor do podziatow mitotycznych. Przeprogramowanie
mikrospor z naturalnej dla nich dorogi rozwojawej, prowadzacej do wytworzenia ziarna
pytku, na droge sporofitowa polegajgca na podziatach mitotycznych, w konsekwencji ktérych
powstaje zarodek androgeniczny, wymaga poddania komorek dziataniu stresu. Stres
powoduje zablokowanie ekspresji genow zwigzanych z powstawaniem ziaren pytku np.:
gromadzeniem si¢ ziaren skrobi, a urochomione sg geny skorelowane z procesem
embriogenezy. Okazuje si¢, ze jest to newralgiczny moment dla komorki, w ktérym bardzo
fatwo mozna ja podda¢ zbyt silnemu stresowi prowadzacemu do jej $mierci, lub wrecz
przeciwnie, stresowi ktory ni¢ bedzie w stanie zmieni¢ jej drogi rozwojowej. Dobor czynnika
stesowego jest wigc czynnikiem szczegblnej uwagi. Dane literaturowe pokazujg, z¢ rodzaj
stresu powinien by¢ dobrany nie tylko do odpowiedniego gatunku ros$lin, ale réwniez i
genotypu. Nasze badania zdaja si¢ potwierdzac istotno$¢ tego elementu procesu androgenezy.
Nie wszystkie zaproponowane rodzaje czynnika stresowego nadaja si¢ do wykorzystania w
przypadku genotypow zyta. PokazaliSmy, Ze niestety istnieja genotypy calkowicie oporne na
indukowanie androgenezy. U pozostatych dwoch genotypow udato sie¢ wytypowaé najbardziej
odpowiednie dla nich, ale rdézniace si¢ od siebie sposoby zaindukowania procesu. Co ciekawe
przedstawione badania pokazaly réznice w efektywnosci wzbudzania androgenezy w
zaleznosci od rodzaju prowadzonej kultury. Kultury mikrospor wydaja si¢ by¢ duzo bardziej
wrazliwe na dziatanie stresu niz kultury pylnikow, co moze by¢ zwigzane rowniez ze stresem
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samej procedury izolacji mikrospor. Niemniej jednak udato si¢ wytypowaé wilasciwy rodzaj
stresu zaréwno dla KM jak i KP.

Whnioski

Dobor sposobu indukowania mikrospor do androgenezy wymaga indywidualnego
podejécia zarowno do poszczegolnych genotypow, jak réwniez do rodzaju stosowanej
kultury. KM wydaja si¢ by¢ bardziej wrazliwe na rodzaj uzytego stresu niz KP.
Najodpowiedniejszym typem stresu wydaje si¢ by¢ chlodzenie pedéw z ktosami przez okres
21 dni, lub chiodzenie pedow z ktosami w potaczneniu z pdzniejsza inkubacja pylnikow w
roztworze mannitolu. Stosowanie wysokich temperatur w przypadku KM wydaje si¢ by¢
stresem za mocnym powodujagcym 100% $miertelnos¢ komorek.

3.2 Temat badawczy 2

Zbadanie wptywu czynnikéw stresowych i sktadu pozywek na zjawisko albinizmu
regenerantow.

Cel tematu badawczego 2

Celem prac jest zbadanie czy mozna oddziatywaé poprzez dobor stresu, a takze
poprzez modyfikacje pozywki do kultur in vitro na liczb¢ regenerowanych roslin
albinotycznych.

Materialy i metody

Dos$wiadczenia w ramach realizacji tematu 2 zostaly przeprowadzone na 5 genotypach
zyta, wyprowadzonych i wytypowanych w spotkach Danko i Poznanska Hodowla Roslin.

Badania przeprowadzone zostaly z wykorzystaniem KP, na ktorych przetestowano 3
rodzaje stresow, tacznie z dwoma rodzajami pozywek indukujacych: 190-2 i 190-2
wzbogacong 0 10 mg/l gumy arabskiej. W rezultacie dla kazdego genotypu przeprowadzono 6
kombinacji testowych. Dla kazdej z kombinacji wyktadano na pozywki 20 ktoséw. Kultury
pylnikow przeprowadzono zgodnie z opisem w zadaniu 1. Rozszerzenie zadania 2 polegato na
dalszym prowadzeniu KP na pozywkach indukujacych. Wytworzone w czasie inkubacji
struktury androgeniczne przenoszono na pozywke regeneracyjng 190-2 uzupelniong
regulatorami wzrostu zgodnie z praca Pauka i in. (1991) i umieszczono w warunkach
fotoperiodu dzien/noc 16/8 godz. Otrzymane ro$liny, w celu wytworzenia systemu
korzeniowego, przeniesiono na pozywke ukorzeniajagcg N6I (Pauk i in. 1991) z dodatkiem
2mg/l 1AA. Ukorzenione regeneranty wysadzono do plat i po aklimatyzacji w fitotronie,
zostaly przeniesione do 4°C celem jaryzacji.

W celu oszacowania reakcji mikrospor zyta na stres i warunki kultury dokonana
zostala ocena: liczby zregenerowanych wszystkich roslin w przeliczeniu na 100 pylnikow
(TP/100P), liczby zielonych roslin w przeliczeniu na 100 pylnikoéw (GP/100P) oraz
czestotliwosci pojawiania si¢ zjawiska albinizmu okreslanego jako % zregenerowanych roslin
bezchlorofilowych sposrod wszystkich zregenerowanych.

Wyniki

Do realizacji tej cze$ci doswiadczen wybrano trzy stresy, ktore charakteryzowaty si¢
najwiekszym odsetkiem reagujacych pylnikow. W ten sposéb wytypowano stresy 4°C /21 dni
4°C/ 14 dni + pylniki, mannitol 4°C/ 7 dni, 4°C/ 14 dni + pylniki, mannitol 32°C /24h. Po 4
tygodniach prowadzenia kultury in vitro pylnikow obserwowano pojawianie si¢ pierwszych
kaluséw. Z czasem rozwijato si¢ coraz wiecej kalusa i pojawiaty si¢ dobrze uformowane
zarodki posiadajgce typowe dla rodziny Poaceae elementy anatomiczne, jak tarczke, oS
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zarodkowa, koleoptyl 1 coleorhize. Takie struktury byly przenoszone na pozywke
regeneracyjng. Wyniki przedstawione w prezentowanym zadaniu dotyczyly etapu regeneracji
ro$lin. Zebrane w czasie trwania doswiadczenia dane wskazuja na nadrzedny i zasadniczy
wplyw genotypu roslin donorowych na jakosciowa i iloSciowa regeneracj¢ roslin. Wsrod
analizowanych genotypow wytypowane zostaty takie, ktére charakteryzowaty si¢ bardzo
dobrag efektywnoscig regeneracji, jak i catkowicie oporne na zaindukowanie procesu
androgenezy a tym samym zerowa regeneracje.

Rodzaj stosowanego szoku przeprogramowania mikrospor, jak réwniez rodzaj
pozywki indukujacej ma znaczgcy wplyw na poszczeg6lne parametry androgenezy. Kazdy z
badanych genotypoéw reagowat w swoisty dla niego sposob.

W obrebie poszczegdlnych genotypow mozna zauwazyé wigkszy wplyw stosowanej
kombinacji stresowej na liczbg regenerujgcych albinoséw niz wariantu pozywki indukujace;j.
Sposrod wszystkich badanych kombinacji, najnizszy poziom albinizmu obserwowano dla
stresu chtodzenia pedow z klosami przez okres 21 dni. Dla dwdch genotypow: na
zregenerowanych 619 roslin nie zanotowano zadnej rosliny bezchlorofilowej. Dla pozostatych
reagujacych genotypéw $redni poziom albinizmu wynosit od 37% do 76%. Nalezy
zaznaczy¢, ze ten rodzaj stresu umozliwil otrzymanie bezkonkurencyjnie najlepszej
efektywnosci regeneracji, gdzie dla najlepszego genotypu $rednia liczba zregenerowanych
zielonych roslin wynosita 37 w przeliczeniu na 100 wytozonych pylnikow.

Stosowanie gumy arabskiej (GA) w pozywce indukujgcej nie miato zasadniczego
wplywu na poziom albinizmu, jednakze w znaczacy sposob oddziatywato na liczbg ogdlnie
zregenerowanych roslin.

Dyskusja

Jednym z podstawowych probleméw, z jakim stykajg si¢ badacze pracujacy nad
indukowaniem embriogenezy z mikrospor jest czesto pojawiajace si¢ zjawisko braku
chlorofilu u regenerujgcych ro$lin. Takie rosliny nie sg zdolne przeprowadzania procesu
fotosyntezy, ale sa w stanie osiagna¢ wczesne stadia rozwojowe. (Makowska, Oleszczuk
2014). Albinizm jest zjawiskiem wplywajacym w znacznym stopniu na efektywnosc
regeneracji w kulturach androgenicznych zyta. Rosliny albinotyczne z racji pierwotnego i
nicodwracalnego braku chlorofilu sg w stanie rozwija¢ si¢ w ogranoczonym zakresie, jedynie
na sztucznych podlozach. Dlatego tez sa calkowicie bezuzyteczne zwlaszcza w kontekscie
hodowli roslin. Albinizm jest zjawiskiem nieodtgcznie towazyszacym produkcji roslin
zbozowych na drodze androgenezy. Od wielu lat prowadzone sa badania majace na celu z
jednej strony zidentyfikowanie zrodet tego zjawiska, z drugiej zas zminimalizowanie jego
wystepowania W czasie haploidalnej embriogenezy. Przedstawione powyzej badania
ogniskuja si¢ na poszukiwaniu sposobow zminiejszenia liczby regenerujacych si¢ roslin
bezchlorofilowych. Zaprezentowane dane wskazuja, ze zdecydowanie najwigksze znaczenie
w redukcji liczby roslin albinotycznych ma genotyp roslin donorowych. Jednakze poprzez
dobor odpowiednich warunkdéw kultury in vitro, w tym rodzaju stresu przeprogramowania
mikrospor mozliwa jest redukcja zjawiska albinizmu. Wydaje si¢, ze najlepszym sposobem
prowadzacym do zminimalizowania tego zjawiska jest chtodzenie kloséw przez okres 3
tygodni. Nasze badania pokazaty, ze zastosowanie wysokiej temperatury w czasie
przeprogramowania mikrospor znajdowato odbicie W zwigkszonej liczbie zregenerowanych
ro$lin albinotyznych. Nie zauwazono natomiast znaczgcego wplywu sktadu pozywki
indukujacej na liczbe pozyskanych roslin bezchlorofilowych. Analiza réznic w poziomie
albinizmu pomiedzy poszczegdlnymi kombinacjami stresu i pozywki wskazujg na to, ze
zrddletl albinizmu nalezy dopatrywac si¢ na wczesnych etapach androgenezy.

Whnioski

Genotyp roslin donorowych ma kluczowe znaczenie dla efektywno$ci procesu
androgenezy, regeneracji roslin jak réwniez poziomu albinizmu, niemniej jednak mozliwy
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jest wptyw na te parametry poprzez odpowiedni dobér warunkow zewnetrznych. Jednym z
nich jest rodzaj zastosowanego stresu przeprogramowania mikrospor na droge sporofitowa.
Zastosowanie stresu polegajacego na chtodzeniu pedéw z kltosami przez 21 dni moze w
przypadku niektorych genotypdw w znacznym stopniu obnizy¢ nasilenie pojawiania si¢ roslin
bezchlorofilowych wsrod regenerantow. Rodzaj zaproponowanych pozywek indukujacych nie
wplywatl na poziom albinizmu w kulturach in vitro, jednakze w zasadniczy sposob podnosit
0golng efektywnos$¢ regeneracji roslin.

3.2 Temat badawczy 3

Zbadanie wptywu ustalonego stresu, warunkow kultury i systemu podwajania liczby
chromosomow na liczbe regenerowanych zielonych roslin. Morfologiczna i cytometryczna
ocena, ocena poziomu ptodnosci otrzymanych regenerantow.

Cel tematu badawczego 3

Celem prac jest sprawdzenie wptywu wybranych warunkow stresu i kultury in vitro na
liczbe zregenerowanych zielonych roslin i efektywno$¢ podwojenia liczby chromosomow.

Materialy i metody

Badania prowadzono z wykorzystaniem zielonych regenerantow otrzymanych w
wyniku indukowania androgenezy pod wptywem stresdbw. Regeneraty oceniano w trakcie
wegetacji pod wzgledem cech morfologicznych, Przy pomocy cytometru przeptywowego
zbadany zostat poziom ploidalnosci 172 regenerantow. Poziom ploidalno$ci zregenerowanych
ro$lin zostat okreslony w stadium siewki wg zmodyfikowanej procedury Galbraith i in.
(1983) z wykorzystaniem buforu stosowanego przez Sliwinska (2008), z dodatkiem DAPI
(1png/ml). Zawartos¢ jadrowego DNA w analizowanych probkach oceniano przez poréwnanie
pikow fazy GO/G1 cyklu komérkowego z pikiem roslin kontrolnych.

Rosliny haploidalne zostaty poddane kolchicynowaniu, a spontanicznie podwojone
haploidy bedg doprowadzane do dojrzatosci. Badania przeprowadzono dotad na 172 roslinach
z trzech genotypow.

Wyniki

Dla 5 genotypow, dla ktorych przeprowadzona byta jakosciowa ocena regeneracji
(zadanie 2), otrzymano w sumie 1752 rosliny z czego 61% stanowity ro$liny zielone. Sposrod
tej puli regenerantow wybrano 172 ro$liny na ktéorych w ramach realizacji zadania 3
przeprowadzono ocen¢ morfologiczng oraz analizy poziomu ploidalnosci z wykorzystaniem
cytometru przeplywowego. Uzyskane wyniki dowodza duzej zmiennosci w budowie
morfologicznej regenerantow, ktore roznity sie od siebie pokrojem, wzrostem, szerokoscig
lisci, sktonno$cig do krzewienia. Sposrod 172 zregenerowanych roslin badanych przy pomocy
cytometru przeptywowego 34 okazaly si¢ by¢ diploidalne. Trzy sg tetraploidami, dwa
triploidami, a 5 aneuploidami. Uwidocznity si¢ znaczace rdznice pomig¢dzy genotypami pod
wzgledem liczby zregenerowanych spontanicznie podwojonych haploidow. Dla genotypu
pierwszego jest to prawie 25 procent, a dla drugiego 12,8%, dla trzeciego 10%. Wsrod
regenerantOw odnotowano tez pojedyncze przypadki triploidow, tetraploidow i aneuploiddw.

Dyskusja



W czasie realizacji tematu uzyskaliSmy bardzo interesujagce wyniki dotyczace
regeneracji roslin zielonych. Sposréd 5 przebadanych genotypoéw udalo si¢ nam
wyselekcjonowac jeden z nich, ktory odznaczat si¢ bardzo wysokim jak na zyto poziomem
regeneracji. Srednia efektywnog$é regeneracji zielonych roslin w przeliczeniu na 100 pylnikéw
wynosita 37.

Poziom spontanicznie podwojonych haploidow jest nizszy nawet dla najlepszego pod tym
wzgledem genotypu w poréwnaniu do danych przytoczonych przez Tenhola-Roininen i in.
(2006) gdzie podwojonych haploidow bylo ponad 50%. Mozna przypuszczaé, ze rosliny
oszacowane jako diploidalne bedg ptodne 1 zawigza nasiona. Nalezy jednak spodziewac sig,
ze ze wzgledu na samoniezgodno$¢ gamet zyta tylko czg$¢ roslin uda si¢ rozmnozy¢é W
efekcie samozapylenia. Cz¢§¢ wyda nasiona w wyniku obcozapylenia. Ro$liny te nie beda co
prawda homyzygotyczne, ale beda niosty w sobie geny odpowiedzialne za zdolnos$¢ zyta do
androgenezy i jako takie bgda dobrym materiatem do dalszych prac badawczych oraz
hodowlanych.

Whnioski

Rodzaj stresu zastosowany do przeprogramowania rozwoju mikrospor wptywa zdecydowanie
na liczbe roslin zregenerowanych w kulturach pylnikéw Zyta.

Dodanie gumy arabskiej do pozywki podnosi liczbe zregenerowanych roslin.

Liczba spontanicznie podwojonych haploidow zalezy od genotypu badanej rosliny.

Sposrod regenerujacych roslin mozna wyselekcjonowac osobniki tri 1 tetraploidalne

Uwagi koncowe

W Polsce i innych krajach europejskich klimatu umiarkowanego (m.in. Niemcy, Finlandia)
istnieje duze zainteresowanie prowadzeniem prac dotyczacych embriogenezy z mikrospor u
zyta. Dlatego zaprezentowane tu badania podstawowe, pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie, co
powoduje przeprogramowanie rozwoju mikrospory u zyta i co pozwala na wywolanie tego
zjawiska na szerzag skale. Wyniki badan zostang wykorzystane w pracach nad kierowanym
efektem heterozji.
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