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» Iytul zadania” (nazwisko kierownika), np.:

wBadanie reakcji mikrospor Zyta na stres i warunki kultury in vitro” (prof. dr hab. J. Zimny).

Cele zadania:

Zadanie obejmowalo cztery tematy:
1)  Sprawdzenie skutecznosci stresow pozytywnie korelujgcych z regeneracjq podwojonych haploidow.
Celem badan byta ocena regeneracji roslin drogq androgenezy u 15 genotypow, w wyniku zastosowania

2 rodzajow stresu w 2 poziomach.

2) Zbadanie wplywu czynnikow stresowych i sktadu pozywek na zjawisko albinizmu regenerantow. Celem
prac byto okreslenie mozliwosci ograniczenia zjawiska albinizmu poprzez dobor stresu inicjujgcego
androgeneze oraz modyfikacje skladu pozywek zastosowanych na etapie indukcji procesu.

3) Zbadanie wplywu ustalonego stresu, warunkow kultury i systemu podwajania liczby chromosomow na
liczbe regenerowanych zielonych roslin. Celem prac bylo sprawdzenie wplywu wybranych warunkow
stresu i kultury in vitro na liczbe zregenerowanych zielonych roslin i efektywnos¢ podwojenia liczby
chromosomow.

4) Ocena wplywu herbicydow antymitotycznych na podwajanie liczby chromosomow w kulturach in vitro —
badania wstepne (drugi rok). Badania obejmowaly przetestowanie wytypowanych w roku ubieglym
inhibitorow mitozy na przezywalnos¢ androgenicznych roslin.

Wyniki i dyskusja: Ad 1) Wyniki uzyskane w roku biezqcym pokazujq, ze opracowana metoda zaindukowania
androgenezy daje pozytywny efekt dla wigkszosci genotypow, chociaz tworzenie embriogennej tkanki
kalusowej nie zawsze przeklada sie na uzyskiwanie zielonych regenerantow. Tylko z potowy badanych
genotypow udalo sie zregenerowac zielone rosliny w ilosci kilkudziesieciu sztuk. Wydaje sie, Ze przyczyng
takiego stanu rzeczy jest po pierwsze zaleznos¢ genotypowa o czym wiadomo z publikacji, ktore ukazywaly si¢
na przestrzeni wielu lat. W przypadku niektorych gatunkow jednolisciennych badaczom udato sie znalezé
modelowy genotyp. Dla kupkowki (Dactylis glomerata L .; Conger i in., 1983 ) jest to odm. Potomac, dla
Jeczmienia odm. Igri (Hoekstraiin., 1992 ), dla pszenzyta odm. Bogo (Oleszczukiin. 2004 ). Dzigki znalezieniu
modelowego genotypu zyta dalsze badania nad kulturami in vitro moglyby by¢ tatwiej przeprowadzone i dawa¢
powtarzalne wyniki. W wyniku prowadzonych prac udato sie wyselekcjonowac takie modelowe genotypy zZyta,
ktore z mniejszqg lub wigkszqg powtarzalnoscig pozwalajq na testowanie czynnikow determinujgcych
androgeneze.

Wyniki i dyskusja: Ad 2) Wytypowano genotypy o wysokim potencjale regeneracyjnym. Poziom albinizmu
wahat si¢ w granicach od 0 do 90%, w zaleznosci od rodzaju zastosowanego stresu i pozywki. Uzyskane dane
wskazujg na to, ze poprzez dobor odpowiednich warunkow kultury in vitro, zwlaszcza rodzaju stresu
przeprogramowania mikrospor, mozliwa jest redukcja albinizmu. Wydaje sie, ze najlepszym stresem, w
kontekscie zminimalizowania tego zjawiska jest chlodzenie ktosow w temperaturze 4°C przez okres 14 dni, a
nastepnie inkubowanie wyizolowanych pylnikow w roztworze mannitolu przez kolejne 7 dni, w temperaturze
4°C, ale z wyjgtkami?. Proby ograniczenia albinizmu poprzez dodawanie tiosiarczanu srebra do pozywki
(Wiirschum i wsp. 2015), jak tez indukowania androgenezy na pozywce KBP (Kumlehn i in. 2006) nie
przyniosty oczekiwanych rezultatow, ale poziom regeneracji roslin zielonych pozwala sqdzié, ze mamy do
czynienia ze zjawiskiem kumulowania sie zdolnosci do androgenezy w niektorych genotypach.

Wyniki i dyskusja: Ad 3) potomstwo regenerantow od wczesnych etapow wzrostu wykazywato niejednakowq
intensywnosS¢ rozkrzewiania. W obrebie jednej kombinacji genotypowej niewielkie roznice w budowie
morfologicznej najlepiej mozna bylo zaobserwowacé poczqwszy od fazy strzelania w zdzblo. Dla wigkszosci
linii dlugos¢ kolejnych faz rozwojowych, do fazy petnej dojrzatosci, nie odbiegala od czasu trwania
poszczegolnych faz rozwojowych, charakterystycznych dla typowego zZyta ozimego. Spowolniony wzrost i niski
wigor dotyczyl 5% ocenianych linii. Obserwowano rozpietos¢ w liczbie wytworzonych pedow (od 1 do 10),
diugosci zdzbta (od 53cm do 85 cm) oraz diugosci klosow. Klosy roznily sie rowniez ksztaltem, zbitosciq i
ustawieniem w stosunku do zdzbta. Wszystkie rosliny wyktosity si¢ i wykazaly czesciowg ptodnosc. Efektywnosé
zawigzywania ziarniakow wynosita 20-70%. Liczba nasion w klosie byta wyzsza na skutek wolnego




przepylenia, a ziarniaki byly wigksze i lepiej wypetnione. Pierwsze pokolenie wytworzonych drogg
androgenezy linii Zyta charakteryzowalo si¢ duzq roznorodnoscig morfologiczng, ktorq trudno byto odnies¢
do konkretnego stresu jak i genotypu. Zmiennos¢ wsrod uzyskanych linii pochodzgcych z heterozygotycznego
materiatu wynikata z odmiennoSci kazdej komorki haploidalnej, co przekladato si¢ na powstawanie
regeneratow o unikalnej kombinacji genow, a tym samym odmiennych fenotypie niz rosliny rodzicielskie. Poza
tym wystepowanie zjawiska zmiennosci somklonalnej i gametoklonalnej w kulturach tkankowych zwigksza
szanse na dodatkowe zroznicowane wsrod wyprowadzonych roslin. Z tych powodow oceniane powinno by¢
potomstwo uzyskanych regenerantow. Obserwowana zmiennos¢ w potomstwie regenerantow dotyczyta
glownie czesciowej ptodnosci pojedynczych roslin niezaleznie od ich pochodzenia.

Wyniki i dyskusja: Ad 4) W doswiadczeniach uzyto osobniki pochodzgce z 3 genotypow, znajdujgce si¢ w
stadium ukorzeniania sie/ krzewienia na pozywce N6 z 2mg/l IAA, gdzie zastosowano przez 3 i 4 dni, 2
herbicydy w stezeniu: 5 uM oryzalina oraz 10uM trifluralina.

W obrebie badanych linii nie znaleziono powigzania pomiedzy liczbg regenerantow, ktore przezyly/wypadty
po wysadzeniu do gleby, a rodzajem zwigzku antymitotycznego i czasem jego ekspozycji - otrzymane wskazniki
nie odbiegaly od danych kontrolnych. Na tym etapie trudno byto zaobserwowac wplyw uzytych zwigzkow na
powstawania zaburzen rozwojowych. Skuteczne, indukowane podwojenie liczny chromosomow zalezne jest od
kilku czynnikow, gdzie do najwazniejszych nalezq rodzaj eksplantatu/tkanki i wybor zwigzku antymitotycznego.
Waznym aspektem jest okreslenie dawek inhibitorow mitotycznych najbardziej optymalnych i czasu inkubacji
w ich obecnosci. Efektem zastosowania zbyt wysokich stezen byt spadek przezywalnos¢ eksplantatow, zas zbyt
matych — niewielka efektywnos¢ diploidyzacji.

1 Podsumowanie i wnioski:

T1. Zastosowana metodyka indukowania androgenezy sprawdza si¢ dla wigkszosci badanych obiektow
chociaz regeneracje zielonych roslin mozna uzyska¢ tyko u niektorych genotypow. Poszczegodlne genotypy
inaczej reaguja na uzywane stresy, co powoduje konieczno$¢ dostosowania sposobu przeprogramowania drogi
rozwojowej komorek szlaku haploidalnego do konkretnego genotypu. Najbardziej uniwersalnym typem stresu
wydaje si¢ by¢ chtodzenie pedow z ktosami w polaczeniu z pozniejsza inkubacjg pylnikow w roztworze
mannitolu lub chlodzenie pedow z ktosami przez okres 21 dni.

T2. Genotyp roslin donorowych ma kluczowe znaczenie dla efektywnos$ci procesu androgenezy, regeneracji
ro$lin jak réwniez poziomu albinizmu, ale poprzez dobor warunkow zewnetrznych mozliwe jest zmniejszenie
wzglednej liczby roslin bezchlorofilowych. Rodzaj stresu miat wptyw na liczbe albinotycznych roslin dla
wickszo$ci genotypoéw. Pozywka KBP nie wptyneta istotnie na poprawe wydajnosci regeneracji roslin.

T3. Efektywno$¢ spontanicznej diploidyzacji u zyta jest wysoka i wynosi 65%. Zmienno$¢ w potomstwie
regenerantow dotyczy gltdwnie czeSciowej ptodnosci pojedynczych roslin niezaleznie od ich pochodzenia.
T4. Uzyte do podwojenia liczby chromosomoéw herbicydy antymitotyczne nie miaty wpltywu na spadek
przezywalnosci regenerantow wysadzonych do gleby. Niezaleznie od zastosowanego herbicydu i czasu jego
ekspozycji liczba roslin nieptodnych byta wysoka. Oryzalina wykazata silniejsze dziatanie fitotoksyczne w
poréwnaniu do trifluraliny na etapie matych ro$lin.

Najwazniejsze osiggniecia naukowe i praktyczne (zwiezly opis):

Wyniki badan prowadzonych w ciggu ostatniej dekady pomogly okresli¢ niektére czynniki zwigzane z
regeneracja roslin zyta z mikrospor, ale do tej pory wiele probleméw pozostato nierozwiazanych. Jednym z
nich jest zalezno$¢ genotypowa, ktéra nadal pozostaje gtownym czynnikiem ograniczajacym efektywnosé
uzyskiwania roslin homozygotycznych. Zalezno$¢ genotypowa po raz kolejny potwierdzaja nasze badania
chociaz podnoszaca si¢ wydajnos¢ regeneracji u niektorych genotypow jak u linii 6 $wiadczy o stopniowym
postepie w stwarzaniu kulturom odpowiednich do rozwoju warunkéw, a z drugiej strony o mozliwosci
kumulowania si¢ genéw odpowiedzialnych za zdolno$¢ do androgenezy w konkretnych liniach zyta.

Wykorzystanie uzyskanych wynikow:

Istnieje duze zainteresowanie wykorzystaniem linii DH w hodowli heterozyjnej zboz. U Zyta ma to szczegolne
znaczenie. Udoskonalona metoda androgenezy zostanie wykorzystana w hodowli tego gatunku do szybkiej
homozygotyzacji partnerow do krzyzowan w procesie tworzenia odmian heterozyjnych. W duzej mierze zalezy
to od przetamana bariery niskiej wydajnosci regeneracji dla roznych genotypow. Warunki kultury zostaty juz
znaczqgceo zbadane i zoptymalizowane. Wyselekcjonowano tez linie o wysokiej efektywnosci androgenezy.



Kroétka informacja o wynikach wspotpracy naukowo-technicznej krajowej i zagranica (przy wspotpracy z
zagranicg podac¢ kraj, firme, temat).

Wspolpraca ze spotkami Poznanska Hodowla Roslin, HR Smolice i HR Danko. Wyprowadzenie linii do
badan.
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