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Tytut zadania: Badania nad optymalizacja metod indukowanego podwajania garnituru
chromosomowego w haploidalnych regenerantach pszenzyta.

Kierownik zadania: dr S. Oleszczuk

Cel zadania:
Zbadanie wplywu zwiazkéw antymitotycznych na efektywnos$¢ podwajania genomu i wytworzenie
ptodnych regenerantéw pszenzyta na drodze androgenezy.

Materialy i metody:

Material wyj$ciowy uzyskano w wyniku ukierunkowanych krzyzowan genotypdw pszenzyta ozimego
o r6znym pochodzeniu. Z otrzymanych ziarniakow wytworzono rosliny donorowe, z ktérych po pre-
kulturze (3 tyg /4°C) pedow klosonosnych wyizolowano pylniki (stadium wakuolizacji mikrospor) na
pozywki indukujace w celu zainicjowania procesu androgenezy. Wytworzone struktury androgeniczne
przenoszono na pozywki regeneracyjne. Procedure podwajania genomu przeprowadzono w oparciu
0 bezposrednie dziatanie zwigzkow z grupy dinitroanilin (trifluralina -T) oraz fosforotioamidow
(aminoprophos-methyl-APM) na regeneranty znajdujace si¢ na pozywkach regeneracyjnych. Zbadano
efekt wptywu powyzszych zwiazkéw antymitotycznych w zaleznos$ci od stgzenia (5 i 10uM) oraz
czasu dziatania (2-7dni). Poziom ploidalnosci zregenerowanych roslin okreslono przy pomocy
cytometru przeptywowego.

Wyniki i dyskusja.

Efektem krzyzowania ro$lin wyjsciowych bylo otrzymanie 4 nowych form mieszancowych pszenzyta
ozimego. Androgeniczne regeneranty uzyskano dla wszystkich krzyzoéwek, a liczba roslin zielonych/
ktos wahata si¢ od 9 do 24,5. Potomstwo mieszanca Bo 2544 (powstal w oparciu o system DH)
odznaczato si¢ najwyzsza warto$cia wskaznika regeneracji. Przezywalno$¢ eksplantatow
poddawanych dzialaniu inhibitoréw mitozy byla zalezna od etapu rozwojowego rosliny, stgzenia
inhibitorow i czasu ekspozycji. Negatywny wptyw badanych zwigzkoéw najszybciej zauwazalny byt na
najmniejszych roslinach (0,5-1cm), czego efektem bylo Zotkniecie tkanek, spowolnienie wzrostu
i anomalie morfologiczne. Trifluralina miata bardziej negatywny wplyw na wzrost i rozwoj
eksplantatow, w porownaniu do APM stosowanego w tych samych dawkach, niezaleznie od czasu
dziatania. Przezywalnos$¢ regeneratow na skutek 5 dniowej ekspozycji na 5 1 10uM APM wahata si¢
od ok. 50% do 95%, natomiast po zastosowaniu 10uM T wskaznik ten byt dwukrotnie nizszy.
Zastosowanie stezenie T rzedu 10uM przy 7-dniowym traktowaniu byto przyczyna najwyzszego
odsetka $miertelnosci roslin. Cze$¢ eksplantatow wykazywala liniowo specyficzng reakcje na
zastosowany zwigzek. Regeneranty ze spontanicznie podwojong liczbg chromosomow w prébach
kontrolnych stanowily od 28,6 do 63,8% badanych linii. W zaleznosci od genotypu, udziat DH
uzyskanych w wyniku indukowanej diploidyzacji in vitro wahat si¢ od 31,5% do 64%. Nie
zaobserwowano wplywu badanych zwigzkow na zjawisko aneuploidalnosci oraz powstawania roslin
0 wyzszej ploidalnosci. Wystepowanie aneuploidow, stanowigcych ponad 5% wszystkich roslin
wykazano zaréwno u form tri- jak i heksaplopidalnych. Ponadto otrzymano 1,2% hiperploidéw (9x-
0,9% i 12x-0,3%) oraz 0,8 % osobnikow miksoploidalnych. Efektywnos¢ indukowanego podwojenia
nie byta wyraznie zalezna od badanych stezen antymitotykow oraz nie wzrastala z wydtuzeniem czasu
inkubacji w ich obecnosci.

Pomimo, Zze pszenzyto podatne jest na androgeneze i regeneracje ta drogg roslin, jest gatunkiem
wykazujagcym niestabilno$¢ mejotyczna, ktora jest wyzsza w mieszancach F; niz w ustabilizowanych
formach rodzicielskich. Istotng kwestia w jej ograniczeniu moze by¢ uzycie komponentow powstatych
w oparciu o linie DH. Przy optymalizacji metody diploidyzacji niskie stezenie antymitotykéw moze
by¢ niewystarczajaco skuteczne, natomiast zbyt wysokie moze mie¢ letalny wplyw na traktowane
eksplantaty. Fitotoksyczny efekt inhibitorow mitozy, przy dawkach podwajajacych liczbe
chromosoméw w duzym stopniu moze obniza¢ przezywalnos$¢ eksplantatow. Rosliny na wczesnych
stadiach rozwoju wydaja si¢ charakteryzowa¢ duzo wigksza wrazliwoscig na te same dawki
antymitotykow w poréwnaniu z tkanka kalusowg. Tworzenie ro§lin innych niz DH nie musi by¢
bezposrednio zwigzane z zastosowaniem konkretnego antymitotyku ze wzgledu na sklonnosé
pszenzyta do zaburzen mejozy oraz mozliwo$¢ nabycia nowej zmienno$ci w warunkach in vitro.

Whioski:




¢ Wykorzystanie jako komponentow form o wysokim stopniu homozygotyczno$ci moze przyczynié
si¢ do podniesienia stabilnosci genetycznej mieszancow, charakteryzujagcych sie¢ wyzsza
efektywno$cia androgenezy i regeneracji roslin ze spontanicznie podwojonym genomem.

e Trifluralina ma bardziej toksyczny wplyw na wzrost i rozwo¢j eksplantatow w poréwnaniu do
aminoprofos-metylu stosowanego w tej samej dawce i takim samym czasie inkubacji.

e Skutecznos$¢ dziatania herbicydéw antymitotycznych w warunkach in vitro wydaje si¢ by¢ zalezna
od genotypu. Tylko w niektorych przypadkach ich dzialanie mialo marginalng przewage nad
spontanicznym podwojeniem.



