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Cele

1. Hipoteza: Rodzaj stresu jest czynnikiem kluczowym, decydujgcym o rozwoju sporofitu z komérek szlaku
gametofitowego.

Celem badan byto okreslenie wptywu stosowanego stresu na reakcje androgeniczng mikrospor
zyta. Zaktadano zbadanie reakcji mikrospor zyta pod wptywem nastepujgcych czynnikdw: chtéd, stres
cieplny, ,gtodzenie” mikrospor, oraz kombinacji niektorych streséw.

2. Hipoteza: Liczba zielonych regenerantéw zalezy od genotypu i warunkdw kultury mikrospor.

Celem prac byto zbadanie interakcji pomiedzy genotypem i pozywka oraz wskazanie warunkow
wskasrodowiskowych sprzyjajgcych podziatom mikrospory zyta. Poszukiwano czynnikdw chemicznych,
fizycznych, ale rowniez organicznych (kultury ,nianki”) zwiekszajgcych liczbe zielonych regenerantdw i
ograniczajacych zjawisko albinizmu.

3. Hipoteza: Efektywnos¢ regeneracji podwojonych haploidéw zalezy od zastosowanych inhibitoréw podziatéw
mitotycznych.

Celem badan byto okreslenie wptywu substancji chemicznych dziatajgcych podobnie jak
kolchicyna, ale bardziej przyjaznych dla Srodowiska na proces podwajania liczby chromosomoéw i
uzyskiwania ptodnych linii homozygotycznych.



Materiaty %

* Linie wykorzystane w badaniach pochodzity z Hodowli Ros$lin Danko Sp. z 0.0 i Poznanskiej
Hodowli Roslin Sp. z o.0.

Metody

. Doswiadczenia prowadzono z wykorzystaniem kultur pylnikowych (KP) oraz kultur
izolowanych mikrospor (KM)

. Badania prowadzono na pozywkach indukujgcych 190-2 lub KBP z modyfikacjami jak dodanie
gumy arabskiej, trichostatyny lub tiosiarczanu srebra

. Stosowano kilkanascie rodzajow stresu w celu zmiany szlaku rozwojowego mikrospor

. Zastosowano rdzne substancje antymitotyczne w celu zoptymalizowania metody podwajania
liczby chromosoméw

. Zastosowano namioty z oSwietleniem o rdoznej dtugosci fali Swietlnej w celu zbadania wptywu
= Swiatta na indukcje androgenezy i regeneracje roslin

—




Rezultaty

Analiza wptywu réznych czynnikdéw stresowych na indukcje
androgenezy

. W ciggu czterech lat badan przetestowano kilkanascie kombinacji stresowych i kilkadziesigt genotypdw. W poprzednim roku
zbadano stresy najbardziej wydajne w poprzednich doswiadczeniach (tab.1). Odnotowano duze réznice w reakcji androgenicznej
w obrebie poszczegdlnych genotypdw w zaleznosci od zastosowanego stresu. Uzyskane dane wskazujg, ze najbardziej
uniwersalne sg stresy B i D (tab.2 wyniki z 2019 roku). Wyraznie istotnym czynnikiem indukowania androgenezy jest przedtuzony
okres chtodzenia kfosow.

Fot. 1: Porédwnanie reakcji pylnikdw

Tabela. 1 Kombinacje stresow stosowanych a badaniach ) -
genotypu ,,5” po zastosowaniu 4 streséw
A | Ktosy w H,0 4°C /7 dni > pylniki w mannitolu 4°C / 7 dni
B [Ktosy w H,0 4°C/ 14 dni = pylniki w mannitolu 4°C / 7 dni
C |Ktosy wH,0 4°C/ 14 dni
D |[Ktosy w H,0 4°C/ 21 dni
Tabela. 2|  Symbol Zregenerowane zielone rosliny
rodzaju
czynnika |10.1({10.4 5/3
stresowego /| p | p | 8 | 3 | 4| 5 |51 |47|13K| 9K | 7[3.1K 5K |D1|D2
genotyp
A |23/3|3|0|0|0|31|K| O0|JO0O|O|JO|jO0O]|O]|O
B 157 0 |36 (39|98 (156|35|0| 6 | K|10| K| 4| K| O
C 12| 6 (15|09 | 0| 0]|0| O ojo0o|j]O0O|]O0O]|K]|O
D 55128234513 (53| 0 |K| O | K|O| K| K| K]|O

Whnioski: Rézna reakcja na zastosowane stresy stwarza konieczno$¢ zbadania i dostosowania stresu do konkretnego

genotypu.

Najbardziej uniwersalnym typem stresu jest chtodzenie pedéw z ktosami w potgczeniu z prekulturg pylnikdw w roztworze

mannitolu.




Zbadanie wptywu czynnikow stresowych i sktadu pozywek na
ReZU ltaty zjawisko albinizmu regenerantow.

Poziom regeneracji wahat sie w granicach od 0 do 11 roslin (zielone + albinotyczne) w przeliczeniu na 100 wytozonych pylnikdw, w zaleznosci od genotypu, rodzaju
prekultury i stosowanej pozywki indukujgcej. Wytypowano genotypy o wysokim potencjale regeneracyjnym (linia 5, linia 10.1P i linia 4) (Tabela 3). Poziom
albinizmu wahat sie w granicach od 0 do 90%, w zaleznosci od genotypu, rodzaju zastosowanego stresu i pozywki. Najwyzszy odsetek roslin bezchlorofilowych,
otrzymano dla stresu D dla linii 8 i 4. Stres B okazat sie korzystny dla linii 8 w kombinacji z pozywka KBP, a stres D dla linii 3, w kombinacji z pozywka 190.
Zastosowanie pozywki KBP nie wptyneto na zredukowanie zjawiska albinizmu.

Tab. 3. Parametry dotyczace regeneracji roslin dla 5 genotypow zyta w zaleznosci od rodzaju stresu i stosowanej pozywki

pozywka - 190-2 KBP
parametry |rodzaj|. . . . . Linia |, . . . . _— . . Linia |, . . _
e | Linia 8 | Linia 5 10.1P Linia 3 | Linia 4| linia 8 | Linia 5 10.1P Linia 3 | Linia 4
TP / 100 P B 006 | 949 | 841 | 222 | 7,64 | 2,53 | 965 | 7,82 | 3,78 | 548
D 4,28 | 7,28 | 6,04 | 3,16 | 0,89 | 3,39 | 11,11 | 3,07 | 2,94 | 6,22
GP /100 P B 006 | 343 | 1,74 | 1,33 | 3,89 | 2,16 | 444 | 421 | 1,56 | 3,11
D 044 | 1,73 | 1,22 | 265 | 03 | 083 | 2,14 | 0,81 | 1,11 | 0,67
- B 0O |6383] 79,3 40 | 49,09 | 14,63 | 53,93 | 46,08 | 58,82 | 43,24
Albinizm %

D 89,61 | 76,27 | 79,75 | 16,22 | 66,67 | 75,41 | 80,77 | 73,49 | 62,16 | 89,29

* Rodzaj stresu: B- Ktosy w H,0 4°C / 14 dni - pyIniki w mannitolu 4°C / 7 dn;i D- Ktosy w H,0 4°C / 21 dni
Whioski: Genotyp roslin donorowych w danych warunkach kultury ma wptyw na poziom albinizmu wsrdd regenerantéw.

. Zastosowanie stresu polegajgcego na chtodzeniu peddw z ktosami przez 21 dni moze w przypadku niektérych genotypow obnizy¢ liczbe
regenerujgcych roslin bezchlorofilowych.

. Rodzaj zaproponowanych pozywek indukujacych nie wptywat na poziom albinizmu w kulturach in vitro, jednakze w zasadniczy sposéb
podnosit ogdlng efektywnosé regeneracji roslin.



Rezu Itaty Zbadanie interakcji pomiedzy genotypem i pozywkg, wskazanie warunkow
srodowiskowych sprzyjajgcych podziatom mikrospor zyta - pozywki
Zasosowano 2 pozywki 190-2 i KBP. Dodanie gumy arabskiej do pozywki podnosito liczbe zregenerowanych roslin- '

Wzbogacenie pozywki indukujgcej o tiosiarczan srebra (STS) lub trichostatyne A (TSA) nie wptywato na wydajnosé
indukowania androgenezy i poziom albinizmu w kulturach in vitro. Zastosowanie pozywki KBP nie zwiekszyto wydajnosci

regeneracji roslin w stosunku do pozywki 190-2

Wptyw Swiatta monochromatycznego na indukowanie androgenezy

Tabela 4. Wptyw barwy swiatta na indukowanie androgenezy u 5 genotypow 2yta

Genotyp suma dla wszystkich 5 genotypow

8 5 B14
% Ktosow % ktoséw,
ktére 92,00 59,09 94,12 78,57 35,71 71,43 66,67 50,00 57,14 ktore 76,14 59,04
zareagowaty zareagowaty
% pylnikéw, % plz/tlgirlééw,
ktore 8,69 5,06 7,76 9,90 12,52 10,00 7,58 10,98 | ,areagowaty
zareagowaty —

Zastosowane trzy kolory swiatta monochromatycznego okazaty sie byé skuteczne w indukowaniu androgenezy z
mikrospor . Indukowanie androgenezy w ciemnosci jest mniej efektywne niz w obecnosci jednej zastosowanych

barw Swiatta
Tabela 5. Wplyw barwy $wiatta na regeneracje roslin u 5 genotypow zyta

Genotyp 8 5 7 B20 B14 B S
0, I . —
rf ;?]S;LE_ srednia dla wszystkich 5 genotypow
.gc ch/ 2,11 1,46 3,61 2,61 1,29 0,56 6,25 2,77 4,77 4,46 % rodlin
R ylk regeneru- 3,61 2,37
szalka jacych/ szalka

Whioski: Wyniki badan wskazujg na pozytywne oddziatywanie na regeneracje roslin Swiatta monochromatycznego w poréwnaniu do Swiatfa
biatego




Morfologiczna i cytometryczna ocena poziomu ptodnosci
Rezu ltaty otrzymanych regenerantéw.

Tabela 6. Poziom ploidalnosci roslin ze spontanicznie

podwojong liczbg chromosoméw Spowolniony wzrost i niski wigor dotyczyt 5% ocenianych linii.
Obserwowano rozpietos$¢ w liczbie wytworzonych pedéw (od
poziom Genotyp 1 do 13, ale najczesciej byto od 4 do 8), dtugosci zdzbta (od
ploidalnosci| Ns10/4 | Ns10/1 |s01715/14b 40 cm do 85 c¢cm) oraz dtugosci ktoséw (od 5 do 11 cm). Ktosy
réznity sie ksztattem, zbitoscia i ustawieniem w stosunku do
haploidy | 1(4,2%) | 9(118%) | 9(56,2%) zdzbta. Wszystkie roliny wyktosity sie i wykazaty cze$ciowa
diploidy | 21(87,5%) | 66 (86,7%) | 7(43,75%) ptodnosé. Efektywnos¢ zawigzywania ziarniakdédw wynosita
triploidy 1(4,1%) 1(2,3%) 0 20-70%. Liczba nasion w ktosie byta wyzsza na skutek
wolnego przypylenia, a ziarniaki byty wieksze i lepiej
wypetnione.

Ocena wptywu herbicyddw antymitotycznych na podwajanie liczby chromosomow w kulturach in vitro ‘

Tabela 7. Poziom ploidalnosci roslin (%) uzyskanych na skutek Tabela 8. Poziom ploidalnosci roslin
zastosowania réznych stezen 2,4-D w pozywce indukujacej uzyskanych ze struktur androgenicznych
zen stezenie 2,4-D w mg/L genotypu 8 poddanych dziataniu APM

otyp 0 0,5 2 4
DH | H [ DH [ H | DH | H H | DH APM
8 |679]321]725]275]656]344]672]378 50 M 48h 100 pM 48h
H % DH % H % DH %
R 63,2 | 368 | 68,8 | 31,2 | 75,7 | 24,3 | 68,8 | 31,2 41,7 58,3 25,9 74,1

Whioski: Zastosowane herbicyddéw : oryzaliny (5 uM), trifluraliny(10uM) APM (50 i 100 uM) oraz
2,4-D (tab. 7) w badanych rezimach czasowych na roznych etapach kultur in vitro nie zwiekszato
efektywnosci podwajania liczby chromosoméw u regenerantow w stosunku do kontroli.



Badania nad okresleniem warunkéw indukowania podziatow komdérkowych

REZUItaty i rozwoju zarodkow w kulturach izolowanych mikrospor (KIM) zyta.

Metoda izolacji przy pomocy plastikowych
probéwek homogenizacyjnych (IKA)
rozbijajgcych pylniki, umozliwita
wyizolowanie o ok. 40% mikrospor wiecej
(416 660- 691 667/ktos) w poréwnaniu do
metalowego blendera (Eberbach)
(250000-428000/ktos) uwalniajgcego
mikrosory na skutek mechanicznego ciecia
ktoséw. Izolacja w probdéwkach IKA
zmniejsza liczbe zakazen w kulturze
chociaz jest bardziej pracochtonna. Rodzaj
zastosowanej metody izolacji nie maiat
wptywu na zywotnos¢ mikrospor.

Analizowane parametry: zywotnosé
mikrospor (FDA), efektywnos¢ indukcji
embriogenezy ( liczba struktur
zarodkopodobnych/ liczba mikrospor w
kulturze ) efektywnos$é regeneracji (liczba
struktur zarodkopodobnych
przeniesionych na pozywke
regeneracyjna/liczba uzyskanych roslin )

Zastosowanie kultury ,,nianki” w formie
zalazni nie zwieksza efektywnosci indukcji
androgenezy, ale przyspiesza ten proces

Zastosowanie na sSciete pedy z ktosami stresu obnizonej
temperatury(4°C/2 tyg.) w potaczeniu z inkubacjg pylnikéw w
4°C/4dni w roztworze mannitolu zwieksza efektywnos¢ indukcji
embriogenezy w KIM prawie 3 krotnie (0,015% vs 0,45%) oraz
efektywnosc¢ regeneracji roslin dwukrotnie (9% vs 18%)

Poszczegolne etapy kultury na pozywce KBP w KIM zyta




konkretne osiggniecia projektu

1. Wyselekcjonowano linie o niespotykanej dotad efektywnosci regeneracji podwojonych haploidéw zyta. Linie
te zostaty przekazane hodowcom.

2. Ustalono optymalny dla zyta rodzaj stresu indukujgcy podziaty mikrospor i regeneracje podwojonych haploidéw.
Ktosy chtodzone w temp. 4°C przez 14 dni + pylniki w roztworze mannitolu w temp. 4°C przez 7 dni

3. Wyniki projektu sg wdrazane w spotkach hodowlanych i staty sie podstawg do przygotowania kolejnego projektu:
»Przeniesienie zdolnosci do androgenezy z linii modelowych do linii hodowlanych zyta w oparciu o opracowane
markery molekularne tej cechy”, ktdry bedzie realizowany od stycznia 2021 roku.

4. Dzieki odkryciu modelowego genotypu zyta dalsze badania nad kulturami in vitro beda mogty byé prowadzone
z pozytywnym skutkiem i dawac powtarzalne wyniki. W wyniku prowadzonych prac udato sie wyselekcjonowa¢é
takie modelowe genotypy zyta, ktére w sposéb powtarzalny pozwalajg na testowanie czynnikéw determinujgcych
androgeneze.

5. Opanowano metode kultury izolowanych mikrospor zyta i zbadano czynniki sprzyjajgce tej kulturze.

6. Stwierdzono pozytywny wptyw Swiatta monochromatycznegona kultury pylnikowe zyta
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