Tytuł zadania:  Badania nad optymalizacją metod indukowanego podwajania garnituru chromosomowego w haploidalnych regenerantach pszenżyta. 

Cele zadania:

Zbadanie wpływu wybranych inhibitorów miotozy, ich stężenia, czasu ekspozycji na przeżywalność eksplantatów in vitro oraz wytypowanie wariantów o najmniej szkodliwym działaniu na tkanki roślinne, a w końcowym efekcie powodujących skuteczną poliploidyzację haploidalnego genomu u nowych, mieszańcowych form  pszenżyta. 
Założone cele zostały zrealizowane w całości.

Tematy badawcze:
Wytworzenie nowej puli genetycznej roślin mieszańcowych i otrzymanie materiału donorowego. Analiza wpływu inhibitorów mitozy na przeżywalność eksplantatów w warunkach in vitro. Ocena poziomu zmian morfologicznych potencjalnie wywołanych stosowaniem antymitotyków u regenerantów.
Wyniki i dyskusja
Mieszańcowy materiał badawczy uzyskano poprzez dobór wyselekcjonowanych do krzyżowania komponentów heksaploidalnego pszenżyta ozimego (o pożądanych parametrach użytkowych - wysoki współczynnik plonowania, wysoka odporność na choroby), pochodzących z programu hodowli realizowanego w firmach hodowlanych Danko i Strzelce. Biorąc pod uwagę niestabilność genetyczną przenżyta jako jednego z rodziców, użyto komponent wyprowadzony z wykorzystaniem systemu DH (homozygota) co nie tylko może zwiększyć stabilność mieszańców, ale również podnieść potencjał androgenezy i regeneracji zielonych roślin, ze spontanicznie podwojonym genomem, tym samym przyczyniając się do ograniczenia stosowania bądź wyeliminowania związków antymitotycznych.  
Efektem prac było otrzymanie 2 nowych form mieszańcowych: DL 184/13  i Bo 2455. 
Uzyskany materiał wykorzystano do założenia kultur zarodków zygotycznych i analizy przyżywalności po 2 tyg kultury w obecności inhibitorów mitozy (kiełkowanie in vitro). W tym celu eksplantaty w początkowej fazie dojrzałości woskowej, umieszczone zostały na pożywkach regeneracyjnych zawierających 7 inhibitorów mitozy (zoxamid - ZOX, isoproturon - IST, benfluralin - BEN, isopropalin- ISP, ethalfluralin - ETH, trifluralin - TRI i aminoprophosmethyl - APM) w różnych stężeniach i interwałach czasowych (Tabela 1) iw ilości 60 zarodków na kombinację.
Ocena działania związków antymitotycznych, w różnych zakresach czasowych, na przeżywalność zarodków pozwoliła zawęzić pulę użytych kombinacji eksperymentalnych. Z dalszych badań wyeliminowano związki, które powodowały dużą śmiertelność eksplantatów uniemożliwiając ich konwersję oraz były problematyczne w użyciu i ocenie działania tj. IST, ZOX, ISP. Nie udało się ustalić takiego stężenia IST, przy którym dochodziłoby do zamierania eksplantatów (przy wysokich stężeniach następowało wytrącanie się związku w pożywce). W przypadku ZOX i ISP, do stężeń w wysokości 50 µM nie obserwowano ujemnego wpływu badanych związków na przeżywalność eksplantatów (następował normalny wzrost i rozwój roślin z zarodków), natomiast przy wyższych dawkach antymitotyki te ulegały wytrącaniu po dodaniu do pożywki. Charakterystycznym objawem działania czterech pozostałych inhibitorów mitozy (ETH, BEN, TRI, APM) przy stężeniach hamujących i ograniczających kiełkowanie było zniekształcenie pokroju morfologicznego – tworzenie się buławkowatych struktur, często zdolnych do dalszego rozwoju w roślny po kilku dniach kultury na pożywkach pozbawionych inhibitorów mitozy (opóźnione kiełkowanie) (fot.). 3 i 7dniowe oraz tygodniowe traktowanie zarodków ETH, BEN, TRI i APM w stężeniach powyżej 5µM było przyczyną najwyższego odsetka śmiertelności (do 100%). Kiełkowanie w obecności ETH, BEN i TRI miało miejsce dopiero przy znacznym zredukowaniu stężeń  (2-5 µM)  i czasu ekspozycji (6-12h). W przypadku APM skrócenie czasu działania do 6-8h umożliwiło kiełkowanie eksplantatów przy stężeniach 10 krotnie wyższych w stosunku do pozostałych związków z grupy dinitroanilin. Przeżywalność i witalność eksplantatów poddawanych działaniu inhibitorów mitozy były zależne od ich stadium rozwojowego – podkiełkowane zarodki miały większy potencjał regeneracyjny w porównaniu z zarodkami świeżo wyizolowanymi. 
Powodzenie wymuszonego podwojenia garnituru chromosomowego warunkowane jest wieloma czynnikami spośród których genotyp, rodzaj eksplantatu i dobór odpowiedniego związku zaburzającego procesy podziałowe wraz z czasem jego ekspozycji, odgrywają kluczową rolę. Niewłaściwie dobrane poziomy powyższych parametrów mogą skutkować zarówno wysoką śmiertelnością traktowanych obiektów, jak i być mało efektywne w diploidyzacji. Pomiędzy granicznymi stężeniami używanych związków znajdują się też takie, które pomimo podwojenia liczby chromosomów dodatkowo wprowadzają niepożądane mutacje, co eliminuje zastosowanie ich w praktyce hodowlanej. Regeneranty w kulturach in vitro, szczególnie w początkowych etapach wzrostu i rozwoju, odznaczają się dużo większą wrażliwością na te same dawki inhibitorów mitozy, w porównaniu z roślinami traktowanymi na etapie krzewienia. Niemniej, opracowanie procedury dotyczącej poliploidyzacji na wczesnych etapach rozwoju in vitro, pożądane jest ze względu na brak konieczności wydłużania cyklu produkcji (spowodowanego dodatkowym czasem potrzebnym na przywrócenie wigoru i potencjału regeneracyjnego, utraconego na skutek traktowania np. kolchicyną). Takie podejście jest szczególnie ważne z ekonomicznego punktu widzenia (indukowane podwajanie dużej liczby roślin w warunkach szklarniowych po sezonie wegetacyjnym utrudnia ich dalszą uprawę).
Materiał mieszańcowy posłużył do badań nad androgenezą w kulturze pylników (androgeneza). Wytypowane mieszańce pszenżyta cechował odmienny potencjał do androgenezy i tworzenia zielonych regenerantów. Z wyłożonych pylników (90 kłosów) mieszańca Bo 2455 otrzymano 2730 regeneranty, w tym 1298 (47,5%) rośliny zielone oraz 1432 albinotyczne. W przypadku genotypu DL184/13 uzyskano 474 regeneranty, wśród których były 193 (40,7%) zielone osobniki i 281 albinotyczne. Średnia liczba otrzymanych zielonych roślin w przeliczeniu na kłos dla mieszańca Bo2455 wynosiła 14,4, przy czym maksymalnie z pylników wyłożonych z jednego kłosa otrzymano 162 zielone rośliny. W przypadku mieszańca DL184/13 średnia liczba wytworzonych zielonych roślin w przeliczeniu na kłos wynosiła 2,1 (z pylników wyizolowanych z jednego kłosa maksymalnie zregenerowano 16 roślin). Zarówno dla Bo2455 jaki i DL184/13 otrzymano rośliny bezchlorofilowe, które stanowiły odpowiednio 52% i 59%. 

Rezultatem eksperymentów przeprowadzonych na zarodkach zygotycznych było wytypownie do badań z udziałem androgenicznych eksplantatów następujących kombinacji antymitotykow i czasu ich ekspozycji: BEN 5µM/6h, ETH 4µM/4h, TRI 3µM/4h oraz APM 20µM/5h, których działaniu na pożywkach regeneracyjnych poddano kiełkujące z androgenicznych struktur zielone roślinki. Ze wględu na niską efektywnośc regeneracji oraz wysoki procent albinosów, dla badanych kombinacji użyto różną liczbę eksplntatów: 35 dla genotypu DL184/13 oraz ok. 90 dla genotypu Bo2455. Kontrolę stanowiły regeneranty na pożywce bez związków antymitotycznych. 540 regenerantów poddanych działaniu antymitotyków w warunkach in vitro obecnie znajduje się w jarowizacji. Haploidalne regeneranty z próby kontrolnej po jarowizacji na etapie krzewienia będą kolchicynowane. Ocena wpływu zastosowanych związków na regenerację roślin z podwojonym genomen zostanie przeprowadzona w następnym roku kalendarzowym.
Tabela 1. Wpływ użytych związków na przeżywalność eksplantatów
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Szczególową ocenę poziomu zmian morfologicznych potencjalnie wywołanych stosowaniem antymitotyków przeprowadzono na 400 regenerantach genotypu Bo 2544, scharakteryzowanych w roku 2014 cytometrycznie pod względem poziomu ploidalności. Zarówno rośliny traktowane antymitotykami jak i kontrolnych, począwszy od etapu krzewienia, charakteryzowały się zmiennością obserwowaną w wielkości i grubości blaszek liściowych oraz intensywności krzewienia. Dla większości linii nie wykazujących anomalii fenotypowych czas trwania kolejnych stadiów wzrostu i rozwoju do pełnej dojrzałości, nie odbiegał od długości określonych faz rozwojowych, charakterystycznej dla typowego pszenżyta ozimego. Obserwowano istotne zróżnicowanie pomiędzy liniami w wysokości roślin (53 - 162cm). Spośród badanych linii 1,4% odznaczało się dużym zróżnicowaniem morfologicznym (sektorialne zmiany w wielkości i budowie kłosa, mała liczba kłosków w kłosie, kłosy „kędzierzawe”, zaburzenie pokroju całej rośliny, deformacja liści i pędów), jak również niskim i znacznie spowolnionym wzrostem. Nietypowe rośliny obecne były zarówno wśród regenerantów traktowanych związkami antymitotycznymi jak i próbie kontrolnej. Analiza żywotności pyłku wykazała wysoki udział pyłku sterylnego w rozpatrywanych liniach. Trzy regeneranty z grupy określonej jako DH zawiązały ziarniaki w zredukowanej liczbie. U roślin wykazujących silne zaburzenia w rozwoju wykazano niższą od podstawowej liczbę chromosomów. Regeneranty aneuploidalne obecne były zarówno wśród form 3x jak i 6x. Ponad 70 % roślin oznaczonych jako haploidy zawiązało ziarniaki, spośród których 4,4% wytworzyło kłosy całkowicie wypełnione i charakteryzowało się morfologią typową dla pszenżyta heksaploidalnego. Linie oznaczone cytometrycznie jako podwojone haploidy ocenione po osiągnięciu dojrzałości,(z wyjątkiem trzech obiektów), były w pełni płodne. Udział płodnych roślin, uzyskanych w wyniku indukowanej diploidyzacji in vitro wahał się od 65 % do 84 %, co nie odbiegało od wyniku otrzymanego dla próby kontrolnej (84,4%). Efektywność kolchicynowania linii haploidalnych wyniosła 94%. Efektywność zawiązywania ziarniaków dla genotypu Bo 2544 przedstawiono na wykresie 1. 
Dla wszystkich uzyskanych w 2014 androgenicznych linii, pochodzących z 4 kombinacji mieszańcowych, oceniono płodność po osiągnięciu pełnej dojrzałości w próbie kontrolnej i kombinacjach z zastosowaniem inhibitorów mitozy (wykres 2)
Mieszaniec Bo2544 charakteryzował się najwyższym współczynnkiem tworzenia płodnych roślin. Spośród wysadzonych do ziemi 1029 linii tego genotypu, 18% nie uzyskało stadium dojrzałości. Ocenę zawiązywania nasion przeprowadzono z udziałem 847 regenerantów, gdzie 190 osobników stanowiło próbę kontrolną. W sumie otrzymano 715 (84,4%) linii płodnych. W grupie roślin zawiązujących nasiona 13% osobników miało płodność częściową. Rośliny z zaburzeniami morfologicznymi stanowiły 2,4%. 

W przypadku mieszańca Mo35733 wysadzono 255 regenerantów, z których 23% nie uzyskało stadium dojrzałości. Ocena wydajności zawiązywania nasion dotyczyła 196 roślin, spośród których kontrolę stanowiło 85 roślin. W sumie zregenerowano 106 (54%) płodnych linii, wśród których 18% wytworzyło zredukowaną liczbę ziarniaków. Rośliny nietypowe stanowiły 5% regenerantów. 2. 

Ocenę płodności mieszańca DL159/12 przeprowadzono na 245 regenerantach otrzymanych w efekcie stosowania inhibitorów mitozy i 1050 roślinach kontrolnych. Dojrzałości nie uzyskało 15% wysadzonych linii. Otrzymano 393 (30%) płodne rośliny, wśród których 20% zawiązało zredukowaną liczbę nasion. Rośliny z zaburzeniami morfologicznymi stanowiły 4%. 
U mieszańca DL229/12 do analiz płodności w fazie dojrzałości wykorzystano 172 linie traktowane związkami antymitotycznymi oraz 251 z próby kontrolnej. 20% wysadzonych regenerantów wypadło podczas wegetacji. Otrzymano ziarniaki ze 117 (27,6%) roślin. 22% stanowiły rośliny z niewielką liczbą ziarniaków. Zaburzenia morfologicze obserwowano u 2 % regenerantów. Wykres 2 obrazuje efektywność wytwarzania nasion u tego mieszańca. U mieszańca DL 229/12 zwiększona efektywność zawiązywania ziarniaków w przypadku większości zastosowanych kombinacji nie jest konsekwencją wpływu antymitotyków na tworzenie płodnego potomstwa, ale wynika z małej liczby zregenerowanych roślin, na których przeprowadzono obserwacje. 

Otrzymane linie zostaną rozmnożone w celu oceny zachowania się ich w różnych warunkach pod względem odporności na patogeny, niekorzystne czynniki środowiska w połączeniu z cechami plonotwórczymi. Wykonane analizy będą stanowić podstawę do wyselekcjonowania materiałów do dalszych prac badawczo-hodowlanych i tworzenia nowych odmian. 
Pomimo, że zdolność do zawiązywania ziarniaków wiąże się z duplikacją haploidalnego genomu, to nie zawsze płodność regenerantów można było powiązać z wynikami cytometrycznymi np. rośliny oznaczone cytometrycznie jako haploidy zawiązywały nasiona. Zaobserwowane przypadki można wyjaśnić zdarzeniami zachodzącymi w przebiegu tworzenia męskich komórek rozrodczych. Obserwując procesy mejozy w roślinach haploidalnych można potwierdzić istnienie mechanizmów odpowiedzialnych za wytwarzanie niezredukowanych, w pełni funkcjonalnych gamet, biorących udział w zapłodnieniu i tworzeniu płodnego potomstwa. Uzyskanie wysokiego odsetka linii zawiazujących nasiona może być również spowodowane zaburzeniami procesu mejozy prowadzącymi do tworzenia mikrospor o somatycznej liczbie chromosomów. Występowanie roślin o zmienionym fenotypie wśród pokolenia regenerantów powstałych na skutek androgenezy może być również efektem zmienności somaklonalnej/gametoklonalnej będącej wynikiem procesów zwiazanych z prowadzeniem kultur in vitro i powstawaniem tkanki kalusowej. Nieskuteczność poliploidyzacji może być powodowana występowaniem dużej liczny aneuploidów wśród roślin haploidalnych, niezidentyfikowanych w badaniach cytometrycznych.
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Wykres 2
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Wnioski 

- Tylko niektóre związki o działaniu antymitotycznym mogą być stosowane w kulturach in vitro.
- Zwiększenie stabilności genetycznej uzyskanych mieszańców oraz podniesienie efektywność samoistnego podwajania liczby chromosomów możliwe jest przez użycie, jako obu komponentów krzyżówkowych, form o wysokim stopniu homozygotyczności, uzyskanych na drodze androgenezy.

- Zastosowanie antymitotyków nie miało wpływu na czas trwania poszczególnych faz rozwojowych regenerantów.

- Zmiany w morfologii kłosów i całych roślin (anomalia wzrostowe) nie były spowodowane działniem inhibitorów mitozy.

- Nie wykazano zależności pomiędzy efektywnością zawiązywania ziarniaków, a zastosowanym rodzajem antymitotyku.
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