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Celem projektu jest porównanie efektywności i wykorzystanie biotechnologicznych technik somatycznej embriogenezy i androgenezy poszerzających zmienność genetyczną i skracających cykl hodowlany pszenicy i pszenżyta pod względem odporności i tolerancji zbóż na septoriozę liści i plew.

Materiały i metody

Na podstawie wyników polowych testów odporności na S. nodorum [obecna naukowa nazwa patogena brzmi Parastagonospora (syn. Stagonospora) nodorum (Berk.) E. Castell. & Germano); nazwę Stagonospora sprowadzono do synonimu] do krzyżowania roślin wytypowano sześć odmian pszenicy ozimej (Arkadia, Astoria, Bamberka, Muza, Ostroga, Wydma) i pięć ozimych odmian pszenżyta (Algoso, Borowik, Borwo, Tomko, Cyrkon) o zróżnicowanej odporności na patogena. Wszystkie kombinacje krzyżówkowe roślin (n=30 dla pszenicy i n=20 dla pszenżyta) wykonano w spółkach: HR Smolice, HR Strzelce, HR Danko, Poznańska HR, HBP MHR Kraków. Otrzymane ziarniaki posłużą do uzyskania eksplantatów niezbędnych w procesie androgenezy i somatycznej embriogenezy. W tym celu ziarniaki F1 otrzymane w wyniku krzyżowania oraz rodzicielskie odmiany pszenicy i pszenżyta wysiano na poletkach doświadczalnych 
i w multiplatach. Pylniki pokolenia F1 zostaną wykorzystane do wyprowadzenia linii DH, natomiast nowo wytworzone ziarniaki pokolenia F2 posłużą do wyizolowania dojrzałych zarodków, niezbędnych do wyprowadzenia somaklonów.
W ramach projektu przeprowadzono optymalizację warunków kultury in vitro celem zwiększenia efektywności indukcji kalusa i regeneracji roślin. Materiałem wykorzystanym w badaniu były dojrzałe zarodki izolowane z ziarniaków wytypowanych ozimych odmian pszenicy (n=4800) i pszenżyta (n=4000). Do badań wykorzystano zmodyfikowaną pożywkę indukcyjną Murashige-Skoog'a (MS). Modyfikacje pożywek dotyczą zastosowanych węglowodanów (sacharozy i maltozy) oraz kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D), kwasu 3,6-dichloro-2-metoksybenzo (Dicamba) i kwasu naftylooctowego (NAA). Po rozrośnięciu się kalusa i wytworzeniu zarodków embriogenicznych, eksplantaty przełożono na pożywkę regeneracyjną bez hormonu wzrostu (MSR) i inkubowano w temperaturze 25˚C 
i przy 16/8-godzinnym cyklu światło/ciemność. Rośliny będą prowadzone do momentu uzyskania ziarniaków. Ocenę fenotypową reakcji w kulturze in vitro dojrzałych zarodków wykonano na podstawie wartości 4 parametrów: charakterystyka kalusa, udział zarodków wytwarzających kalus embriogeniczny (ZE), udział zarodków wytwarzających kalus nieembriogeniczny (ZNE) oraz udział zarodków tworzących rośliny (ZR).
Wyniki krzyżowań roślin
Spółki HR wykonujące usługę krzyżowania wybranych do badań ozimych odmian pszenicy i pszenżyta, łącznie przekazały 4063 ziarniaki pokolenia F1. Najwięcej ziarniaków mieszańców F1 udało się uzyskać dla kombinacji krzyżówkowych: Wydma/Astoria i Wydma/Ostroga natomiast wśród odmian pszenżyta dla kombinacji Tomko/Borowik, Borowik/Algoso, Algoso/Borwo.
Wyniki oceny reakcji fenotypowej w kulturze in vitro
Dla wszystkich genotypów ozimych odmian pszenicy i pszenżyta zaobserwowano indukcję kalusa embriogenicznego i nieembriogenicznego. Najlepiej reagowały w warunkach kultury in vitro odmiany pszenicy Ostroga oraz pszenżyta Cyrkon i Algoso. Najmniejszy odsetek ZE odnotowano dla odmian pszenicy Bamberka i pszenżyta Borowik, dla których na pożywce najczęściej pojawiał się kalus nieembriogeniczny. Dla większości odmian najwyższy udział ZE zaobserwowano na pożywce modyfikowanej dicambą, która znacząco wpłynęła na wzrost indukcji kalusa embriogenicznego odmian najgorzej reagujących. Rodzaj użytych w doświadczeniu węglowodanów wpłynął na indukcję kalusa embriogenicznego tworzonego jedynie z dojrzałych zarodków ozimych odmian pszenżyta. Zamiana maltozy na sacharozę spowodowała wzrost udziału ZE dla wszystkich genotypów. Największą różnicę odnotowano dla odmiany Borowik, gdzie udział ZE wzrósł z 15 na 36%. Różnica w udziale kalusa ZE dla odmian pszenicy ozimej wyniosła od 2% dla Wydmy do 5% dla Arkadii.
W warunkach kultury in vitro uzyskano łącznie 144 rośliny pszenicy ozimej i 66 roślin pszenżyta ozimego. Najwyższą efektywność regeneracji roślin z dojrzałych zarodków odnotowano dla odmiany pszenicy Ostroga i odmiany pszenżyta Cyrkon. Największy udział ZR uzyskano na pożywce pozbawionej hormonu wzrostu dla wszystkich genotypów. Nie odnotowano znaczącego wpływu rodzaju cukru na efektywność regeneracji roślin.
Wnioski

1. Ze względu na zawodność w zawiązywaniu nasion oraz celem wyprodukowania znacznej liczby ziarniaków F1 wszystkich mieszańców, krzyżowania w obie strony (pełny diallel) będą powtórzone w 2016 r.

2. Wszystkie odmiany zbóż użyte w doświadczeniu charakteryzują się wysokim potencjałem embriogenicznym. Kultura dojrzałych zarodków ozimych odmian pszenicy i pszenżyta na pożywce zawierającej sacharozę oraz dicambę ma korzystny wpływ na tworzenie kalusa embriogenicznego, jednak najwyższą efektywność regeneracji otrzymano na pożywce bez hormonu wzrostu. Umieszczenie dojrzałych zarodków wypreparowanych z ziarniaków ozimych odmian pszenicy i pszenżyta na pożywce zawierającej maltozę i fitohormon 2,4-D oraz NAA wpłynęło na indukcję kalusa nieembriogenicznego i zmniejszyło efektywność regeneracji roślin.
