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4-2-01-4-03 ,,Badania nad indukcja embriogenezy mikrospor u ro§lin z rodzaju Brassica
sp.”(prof. dr hab. T. Cegielska-Taras)

Celem badan jest opracowanie optymalnej i skutecznej stymulacji embriogenezy mikrospor w kulturze
in vitro izolowanych mikrospor oraz uzyskanie homozygotycznych linii z gatunkéw rodzaju Brassica.

Efektywno$¢ procesu embriogenezy mikrospor rzepaku ozimego uwarunkowana jest wieloma
czynnikami endogennymi i egzogennymi, sposrod ktorych do najwazniejszych mozna zaliczy¢:
genotyp rosliny—dawcy mikrospor, jej stan fizjologiczny, warunki wzrostu rosliny na poszczegolnych
etapach rozwoju do Kkwitnienia, a takze rodzaj pozywek i regulatorow wzrostu, substancji
stymulujgcych bezposrednio proces embrio- i organogenezy oraz temperatura w jakiej przebiega
kultura.

Brassica napus L. - rzepak ozimy
Warunki wzrostu roslin donorowych sg bardzo istotne dla masowej produkcji podwojonych
haploidow. Podstawowym warunkiem jest zapewnienie ro§linom dawcom mikrospor kontrolowanych
warunkow $rodowiska o zminimalizowanych wahaniach temperatury i $wiatlta w trakcie rozwoju
szczegodlnie pedu kwiatowego. W prowadzonych badaniach u dwoch dawcéw obserwowano bardziej
jednorodny wzrost w warunkach 15°/10° C, a u trzeciego dawcy mieszanca D10, bardziej
réwnomierny wzrost roslin, a tym samym rozwoj pakéw obserwowano W warunkach 12°/7°C przy
tym samym fotoperiodzie.
Dlugos$¢ paka kwiatowego roslin z rodzaju Brassica jest Scisle skorelowana ze stadium rozwoju
mikrospory. Jednakze korelacja ta jest zmienna dla réznych genotypow i roznych gatunkéw Brassica
sp. Dla trzech dawcow mikrospor rzepaku ozimego wyznaczano marker morfologiczny - dlugos¢
paka kwiatowego skorelowang ze stadium rozwoju mikrospory, w ktérym jest ona podatna na zmiang
drogi z generatywnej na wegetatywna. Dla roslin rozwijajacych si¢ w statych warunkach temperatury i
$wiatta dlugos¢ paka kwiatowego wynosita dla genotypu D10 4,4-5,0 mm, dla genotypu DC 3,5-3,8
mm, a dla genotypu 19 byto to 3,2-3,8 mm
Morfologiczny marker - dtugo$¢ paka kwiatowego - wskazujacy na stadium rozwoju mikrospory
podatnej do zmiany z rozwoju generatywnego na wegetatywny jest skuteczny jedynie wéwczas gdy
ro$liny dawcy beda wzrastaty w tych samych kontrolowanych warunkach.
U Brassica napus zmiang drogi z gametofitowej na sprofitowa (embriogennag) inicjuje si¢ szokiem
cieplnym. Traktowanie wysoka temperatura w przedziale 32°C - 35°C  generuje powstawanie
zarodkow u roznych gatunkow Brassica (przeg. Cegielska-Taras in. 2015). Dlatego niniejsze badania
prowadzone byly dla porownania skuteczno$ci stymulacji mikrospor do podziatbw dwoma
temperaturami 30°C i 32°C. Dla badanego genotypu warunki inkubacji mikrospor w temperaturze
30°C przez 10 dni okazaly si¢ skuteczniejsze. Dla uzyskania efektywnego resultatu androgenezy in
vitro optymalne warunki indukcji mikrospor do podziatléw powinny by¢ ustalane eksperymentalnie dla
danego genotypu dawcy

Dla optymalizacji procesu uzyskiwania androgenicznych ro$lin z kultury izolowanych
mikrospor badano wptyw kinetyny na stymulacje pedow z zarodkow od poczatku ich wylozZenia na
pozywke stata. Najwyzsza efektywnos¢ w tworzeniu pedéw z zarodkéw mikrosporowych uzyskano z
kultury zarodkow rozwijajacych si¢ na pozywce MS z kinetyng. Takze i czas uzyskiwania pedow byt
krotszy. Badane genotypy dawcéw charakteryzowaly sie duzg sklonnoscig do tworzenia pedow z
zarodkoéw mikrosporowych i pozytywnie reagowaty na pozywke MS z dodatkiem kinetyny.

Spontaniczne podwojenie liczby chromosomoéw w trakcie trwania kultury in vitro rzepaku
wynosi od 10-20 %. Dlatego podwojenie liczy chromosoméw substancja antymitotyczng jest
pozadane dla uzyskania licznych populacji podwojonych haploidow. Kolchicyna jest jedng z
najbardziej skutecznych i tatwych w uzyciu substancji w procesie podwajania liczby chromosomow.
Sktonno$¢ do sztucznej duplikacji chromosomow jest uwarunkowana genetycznie. Potwierdzaja to
przeprowadzone badania. Jedna populacja androgenicznych roslin D10 zawierata 46,2% diploidéw, a



druga o symbolu 19 az 87,9%. Zastosowanie kolchicyny w stadium mikrospor jest najbardziej
efektywnym sposobem podwajania liczby chromosomaow.

Innym sposobem podwajania liczby chromosoméw jest metoda traktowania roztworem kolchicyny
mtodych haploidalnych roslin. Ustalenie liczby chromosoméw mtodym roslinom (w stadium 4-6 lisci)
na podstawie ilosci jadrowego DNA umozliwito wybor roslin haploidalnych.

Uzyskanie pierwszych nasion z podwojonych haploidow jest zalezne od stopnia ich
samopylno$ci. Rzepak jest rosling fakultatywna czeSciowo obcopylna a czeSciowo samopylna.
Jednoczesnie rzepak ma bardzo duzy wspotczynnika rozmnazania, wigc nawet zebranie pojedynczych
nasion pozwola na utrzymanie linii DH. Dla uzyskania pierwszych nasion z niektérych podwojonych
haploidow wymagane jest wspomaganie zapylaniem rgcznym.

Sinapis alba gorczyca biata

Rosliny gorczycy biatej po okresie jarowizacji bardzo dobrze rozwijaty si¢ warunkach 15°/10° C i 16
godzinnym fotoperiodzie. U tak prowadzonych ro$lin wyznaczono dlugo$¢ paka kwiatowego dla
stadium mikrospory podatnej na zmiang drogi rozwoju 3-3,5 mm.

U gorczycy biatej rosliny obcopylnej i samoniezgodnej trudna jest stymulacja mikrospor do
podziatéw. Nastepuje to jedynie w takich mikrosporach, ktore nie otrzymaty genow samoniezgodnosci
W procesie mejozy. Dlatego wydajnos¢ androgenezy w kulturze izolowanych mikrospor jest bardzo
niska, ale mozliwa.



