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Wstep

Technologia podwojonych haploidéw odgrywa znaczaca role W hodowli roslin poprzez skrocenie czasu potrzebnego do wytworzenia

nowych homozygotycznych. Hodowla mieszancowa zyta oparta jest o krzyzowanie homozygotycznych me¢skosterylnych linii matecznych z

ojcowskimi liniami przywracajgcymi ptodnos¢. Uzyskany w pokoleniu F, efekt heterozji gwarantuje nastepnie wysoki plon.

Tradycyjnie, linle homozygotyczne zyta wyprowadzane sa na drodze wielopokoleniowego chowu wsobnego. Jest to jednak proces

dlugotrwaly 1 zmudny. Publikowane wspoiczesnie strategie hodowli roslin zawsze przewidujg zastosowanie linii DH w procesie

powstawania odmiany [1]. Udoskonalone metody androgenezy beda znajdowac¢ coraz wicksze zastosowanie w hodowli zboz. Jednak ich

wdrozenie do codzienne] praktyki hodowlanej zalezy w najwickszej mierze od tego, czy zostanie przetamana bariera niskie] wydajnosci

regeneracjl.

W ramach prowadzonych badan zamierzamy wykazaé, ze cecha androgenicznosci przenosi sic do potomstwa. Aby osiggnac ten cel

proponujemy przeniesienie tej cechy droga krzyzowania linii o wysokie] zdolnosci do androgenezy do linii hodowlanych oraz

wyselekcjonowanie sekwencji powiazanych ze zdolnoscia do androgenezy. Poznanie tych sekwencji pozwoli na zaprojektowanie markerow

PCR, ktore umozliwig monitorowanie tej cechy w genotypach hodowlanych.

Materiaty i metody

Material badawczy stanowily pedy klosonosne 20 badanych linii
wsobnych zyta oraz jednej linii kontrolnej o wysokim potencjale
androgenezy. Obcicte klosy poddawano analizie mikroskopowej,
celem ustalenie stadiow rozwoju mikrospor, po czym umieszczano w
pojemnikach z woda I poddawano stresowi chtodu (4°C) przez 14
dni. Po tym czasie, wykonywano ponowng analiz¢ mikroskopowa.
Pylniki pochodzace z ktosow, w ktorych mikrospory zareagowaty na
stres chtodu, wykladano na stalg pozywke indukujaca 190-2 [2].
Pylniki z pozostalych ktoséw umieszczano na kolejny tydzien w
0,4AM  roztworze mannitolu celem  wymuszenia reakcji
androgenicznej. Nastepnie, one takze przenoszone byly na podtoze
190-2. Zaindokowane struktury embriogeniczne przenoszono na
podtoze pozbawione 2,4-D celem regeneracji roslin.

Fot.1 (A) Kultura pylnikowa przyktadowej (#6) linii nieandrogenicznej — brak wytworzonego
kalusa. (B) Kultura pylnikowa linni badanej, o niskim potencjale androgenicznym (#12) —
widoczne s3 niewielkie ilosci kalusa. (C) Kontrolna linia reagujgca silnym ,,przeprogramowaniem”

i wytworzeniem embriogennego kalusa (patrz: Tab. 1) .

Tab. 1. Zestawienie odpowiedzi androgenicznej 20 badanych linii
wsobnych oraz jednej, wysoce androgenicznej linii kontrolnej.
Liczba ktosow Liczba pylnikéow Liczba kalusow Lic.z ba roslin
zielonych
Lp Genotyp
mannitol pozywka mannitol pozywka mannitol pozywka mannitol pozywka
stafa stafa stafa stafa

1 |HRSM 213-2Rj-97-01 8 1 668 144 0 0 0 0
2 |HRSM 213-2Rj-97-03 10 4 1476 636 3 0 0 0
3 |HRSM 213-2Rj-97-05 10 3 1644 432 0 0 0 0
4 HRSM 323-R-1-01 10 2 1453 360 2 0 0 0
5 HRSM 323-R-1-02 5 4 760 570 4 0 0 0
6 HRSM 323-R-1-03 6 1 984 144 0 0 0 0
7 HRSM 323-R-1-06 10 8 1644 1000 3 0 0 0
8 HRSM 318-R-01 10 6 1704 912 1 0 0 0
9 HRSM 318-R-02 9 4 1532 628 13 0 0 0
10 HRSM 318-R-03 9 3 1404 424 5 0 0 0
11 HRSM 96-2Rj-9-01 10 4 1824 648 3 0 0 0
12 HRSM 96-2Rj-9-02 12 4 1712 576 2 0 0 0
13 HRSM 96-2Rj-9-05 11 5 1884 816 17 0 0 0
14 |HRSM 143-3R-59-01 9 4 1380 624 0 0 0 0
15 |HRSM 143-3R-59-02 3 2 372 360 2 0 0 0
16 |HRSM 100-2Rj-26-01 7 3 924 456 5 0 0 0
17 |HRSM 100-2Rj-26-04 9 1 1248 132 4 0 0 0
18 | HRSM256-R-j-2-01 2 3 312 565 0 0 0 0
19 | HRSM 256-R-j-2-05 9 0 1392 0 27 0 0 0
20 | HRSM 256-R-j-2-06 11 6 1548 3880 0 0 0 0
suma 170 68 25865 | 10307 91 0 0 0
21 Z8 kontrola 12 0 1892 0 1306 0 92 0

Wyniki i dyskusja

W wyniku przebadania 21 genotypow zyta wyselekcjonowano linie, ktére
reagujg W kulturach in vitro z najnizsza efektywnoscia.

Niezwykle wazna dla uzyskania miarodajnych wynikéw doswiadczen byta
wstepna, cytologiczna ocena rozwoju mikrospor przeprowadzona w fazie
strzelania w zdzbto. Wszystkie klosy byly sprawdzane pod wzgledem
dojrzalosci mikrospor. Do eksperymentow pobierane byly tylko kilosy
znajdujace sie na wilasciwym etapie rozwoju - od stadium sredniej do
p6znej mikrospory.

Dobér sposobu indukowania mikrospor do androgenezy wymaga
Indywidualnego podejscia zarowno do poszczegdlnych genotypow, jak
rowniez do sposobu prowadzenia kultury. Zastosowano typ stresu, ktory
wczesnie] uznano za najefektywniejszy - chlodzenie pedéw z klosami
przez okres 14 dni, w potaczeniu z pozniejsza inkubacja pylnikoéw w
roztworze mannitolu.

Po zakonczeniu procesu traktowania stresem chltodu wykonano
cytologiczna ocene rozwoju mikrospor pod katem ich przeprogramowania
na wegetatywny szlak rozwojowy. Pylniki w ktérych odnotowano
,przeprogramowane” mikrospory po okresie chlodzenia wykladano na
pozywki state, za$ te ,nieprzeprogramowane” na roztwor mannitolu, a
dopiero potem na pozywke stala.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow wyselekcjonowano linie
ktore nie reagowaly przeprogramowaniem oraz kalusowaniem w
warunkach zastosowanych w doswiadczeniu. Jedna z tych linii zostata
wykorzystana do wykonania krzyzowania z linia Wysoce androgeniczng.
Uzyskany w ten sposoéb material zostanie wykorzystany na dalszych
etapach projektu.
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