Nr zadania:

81

SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2016. roku

1. Tytul zadania: Opracowanie i wykorzystanie metod biotechnologicznych
skracajacych cykl hodowlany i zwiekszajacych efektywnos¢ selekcji genotypow
ozimej pszenicy i ozimego pszenzyta o podwyzszonej odpornosci i tolerancji na
septorioze lisci i plew [(czynnik sprawczy: Parastagonospora nodorum (Berk.) E.
Castell. & Germano)].

2. Kierownik zadania: Prof. dr hab. Edward Arseniuk, Dyrektor IHAR-PIB
Zaktad Fitopatologii, IHAR-PIB, Radzikow, 05-870 Btonie;
e-mail: e.arseniuk@ihar.edu.pl
tel. (22) 725 45 36; Fax: (22) 733 45 05;

3. Cel zadania: Celem projektu jest porownanie efektywnosci i wykorzystanie
biotechnologicznych technik somatycznej embriogenezy i androgenezy poszerzajacych
zmienno$¢ genetyczng 1 skracajacych cykl hodowlany pszenicy 1 pszenzyta pod
wzgledem odpornosci i tolerancji zb6z na septorioze lisci i plew.

3.1 Temat badawczy 1

Wykonanie kombinacji krzyzéwkowych miedzy odmianami pszenicy i pszenzyta o
zroznicowanej odpornosci na septorioze lisci 1 plew celem uzyskania drugiej partii ziarniakow
z mieszancoOw F1 do zapoczatkowania wyprowadzania linii somaklonoéw i dihaploidow.
(Wysiew w polu i1 krzyzowanie wybranych ozimych rodzicielskich odmian pszenicy i
pszenzyta w obie strony — pelny diallel).

Cel tematu badawczego:

Celem tematu badawczego 1 jest otrzymanie drugiej partii ziarniakOw z mieszancow
pokolenia F1 z kombinacji krzyzéwkowych wykonywanych w obie strony (peiny diallel)
ozimych odmian pszenicy i pszenzyta o zréznicowanej odpornosci na P. nodorum. Nastepnie
ziarniaki zostang wykorzystane do uzyskania somaklonéw i dihaploidow.

Materialy i metody:

Na podstawie wynikéw polowych testow odpornosci na P. nodorum do krzyzowania
ro§lin wytypowano sze$¢ odmian pszenicy ozimej (Arkadia, Astoria, Bamberka, Muza,
Ostroga, Wydma) i pig¢ ozimych odmian pszenzyta (Algoso, Borowik, Borwo, Tomko,
Cyrkon) o zréznicowanej odpornos$ci na patogen. Wszystkie kombinacje krzyzoéwkowe roslin
(n=30 dla pszenicy i n=20 dla pszenzyta) wykonano w spotkach: HR Smolice, HR Strzelce,
HR Danko, Poznanska HR, HBP MHR Krakow.

Wyniki

Spotki HR wykonujace ustuge krzyzowania wybranych do badan ozimych odmian
pszenicy 1 pszenzyta, facznie przekazaly 7038 ziarniaki pokolenia F1. Najwigcej ziarniakow
mieszancow F1 udalo si¢ uzyska¢ dla kombinacji krzyzowkowych: Muza/Astoria i
Astoria/Muza natomiast wérdéd odmian pszenzyta dla kombinacji Borwo/Tomko.



Whioski:

1. Duze dos$wiadczenie i zaplecze hodowlane hodowcow juz na poczatku realizacji projektu
zapewnilo otrzymanie znacznej liczby ziarniakdw pokolenia F1 z wigkszosci kombinacji
krzyzoéwkowych niezbednych do realizacji kolejnych etapéw badan.

2. W celu uzyskania wigkszej liczby ziarniakéw F1 nalezy kontynuowa¢ w 2017 r.
krzyzowania odmian zgodnie z zaplanowanymi schematami krzyzowan odmian pszenicy i
pszenzyta.

3.2. Temat badawczy 2

Wysiew, pielegnacja i prowadzenie ro§lin drugiej partii ziarniakow mieszancow
pokolenia F1 z dialleli oraz rodzicielskich odmian pszenicy i pszenzyta celem uzyskania
eksplantatow do somatycznej embriogenezy i androgenezy.

Cel tematu badawczego 2:

Celem tematu 2 jest wyprowadzenie w biezgcym roku roslin mieszancow pokolenia F1
z dialleli oraz rodzicielskich odmian pszenicy i1 pszenzyta do rozpoczgcia pobierania
eksplantatow i produkcji somaklonow i dihaploidow.

Materialy i metody:

Eksplantaty do somatycznej embriogenezy zostang pobrane z rosngcych w polu roslin
mieszancow pokolenia F1 z dialleli oraz roslin odmian rodzicielskich pszenicy i1 pszenzyta. W
tym celu po 15 ziarniakow mieszancow pokolenia F1 z dialleli (n=30 kombinacji
krzyzowkowych) odmian pszenicy ozimej oraz po 10 ziarniakdw pokolenia F1 z dialleli
(n=20 kombinacji krzyzowkowych) odmian pszenzyta ozimego wysiano na 1-2 rzadkowych
poletkach o dtugosci 1m, rozstawie 15 cm. W uprawie roslin na poletkach prowadzone sg
standardowe zabiegi agrotechniczne.

W celu otrzymania dihaploidéow, po 15 ziarniakow mieszancow pokolenia F1 (n=30)
ozimych odmian pszenicy oraz po 10 ziarniakéw mieszancéw F1 (n=20) pszenzyta ozimego
zostato wysianych do wazondéw w komorach fitotronowych. Rosliny beda prowadzone do
momentu uzyskania pylnikow wykorzystywanych do produkcji linii DH w procesie
androgenezy.

Wyniki:

W celu otrzymania jak najwigkszej liczby eksplantatéw niezbednych w procesie
somatycznej embriogenezy, nasiona wyprowadzonych z dialleli ro$lin mieszancéw pokolenia
F1 oraz nasiona odmian rodzicielskich pszenicy 1 pszenzyta wysiano na poletkach
doswiadczalnych, gdzie przedplonem byt groch. Po zebraniu grochu zastosowano orke oraz
wysiano nawo0z Polifoska® 6 w dawce 300 kg/ha w celu dobrego ukorzenienia roslin,
zwiekszenia ich mrozoodporno$ci i odpornosci na susze. Przed siewem ww. nasion zboz
poletka talerzowano oraz wykonano uprawe agregatem. Siew niezaprawianych nasion
wykonano recznie po 15 ziarniakow mieszancow pokolenia F1 z dialleli oraz 6 rodzimych
odmian pszenicy oraz po 10 ziarniakdw pokolenia F1 z dialleli oraz 5 rodzicielskich odmian
pszenzyta. We wczesnym etapie rozwojowym chwastow zastosowano herbicyd Maraton w
zalecanej dawce 4l/ha.

Celem otrzymania eksplantatdw do androgenezy wykorzystano wyprowadzone w
wyniku kombinacji krzyzowan ozimych odmian pszenicy i pszenzyta ziarniki z mieszancow
F1 oraz rodzime odmiany zbdz. Nasiona wylozono na szalki z woda. Po 24 godzinach nasiona
wysiano w multiplatach po 15 ziarniakow mieszancéw pokolenia F1 i rodzicielskich ozimych
odmian pszenicy oraz po 10 ziarniakoéw mieszancow F1 i rodzicielskich odmian pszenzyta
ozimego. Multiplaty umieszczono w fitotronie. Po tygodniu skrocono dlugosé drugiego liscia



celem rozkrzewienia. Nastepnie rosliny poddano procesowi jarowizacji trwajagcemu 8 tygodni
w 4°C. Po tym czasie ros$liny zostaty przesadzone do wiaderek z ziemig i umieszczone w
warunkach kontrolowanego $rodowiska, gdzie dtugos¢ dnia wyniesi 16 godz., temperatura w
nocy 10°C a w dzien 12°C.

Whioski:

Podjeto wszelkie proby otrzymania jak najwigkszej liczby roslin z ziarniakow
mieszancow F1 z dialleli oraz rodzicielskich odmian pszenicy i pszenzyta. W tym roku
otrzymalismy od spotek wigksza liczbe ziarniakoéw po krzyzowaniach, ktére nastegpnie
wysiano w polu i fitotronie. Zatozony cel badan w 2016 r. zrealizowano w catosci.

3.3. Temat badawczy 3

Otrzymanie linii somaklonow i dihaploidow z ro$lin pierwszej partii mieszancoOw pokolenia
F1 uzyskanych w 2015r. 1 rodzicielskich odmian pszenicy i pszenzyta.

Cel tematu badawczego 3:

Celem tematu 3 jest wyprowadzenie somaklonéw z dojrzatych zarodkéw oraz otrzymanie
dihaploidéw z pylnikow kwitngcych roslin. Eksplantaty zostang pobrane z roslin pokolenia F1
powstalych w wyniku krzyzowania w 2015r. oraz z rodzicielskich odmian pszenicy i1
pszenzyta.

Materialy i metody:

Otrzymywanie somaklonéw (SE)

Materiatem wykorzystanym w badaniu byty dojrzate zarodki wyizolowane z ziarniakw
roslin otrzymanych w 2015r. w wyniku krzyzowania (n=18 dla pszenicy 1 n=22 dla
pszenzyta) oraz szeSciu ozimych odmian rodzicielskich pszenicy (Arkadia, Astoria,
Bamberka, Muza, Ostroga, Wydma) i pigciu ozimych odmian pszenzyta (Algoso, Borowik,
Borwo, Tomko, Cyrkon. Przed wlasciwa sterylizacjg ziarniaki umieszczono w alkoholu
etylowym przez 5 min., ktory nast¢pnie usuni¢to a ziarniaki zalewano roztworem S$rodka
,2Domestos” 1 wody w stosunku 1:9 na 20 min. Kolejna czynnoscia bylo trzykrotnie ptukanie
ziarniakow woda sterylna przez 30s, nastgpnie przez 10 i 15 minut. Z wysterylizowanych
ziarniakow wyizolowano dojrzate zarodki przy uzyciu igiet preparacyjnych w warunkach
aseptycznych. Zarodki wytozono po 15 sztuk na szalki Petriego o $rednicy 60 mm z pozywka
indukcyjna Murashige-Skoog'a (MS) 1 inkubowano w catkowitej ciemno$ci w temperaturze
25°C. Na podstawie wczesniejszych doswiadczen, do badania uzyto pozywki z kwasem 3,6-
dichloro-2-metoksybenzo (Dicamba) i sacharoza. Pierwszy pasaz zostal wykonany po 4
tygodniach a kolejne co 2 tygodnie. Po rozrosnigciu si¢ kalusa i wytworzeniu zarodkow
embriogenicznych, eksplantaty przetozono na pozywke regeneracyjng nie zawierajaca
hormonu wzrostu (MSR) i inkubowano w temperaturze 25°C i przy 16/8-godzinnym cyklu
$wiatto/ciemno$¢  (fotoperiod). Zastosowane pozywki sterylizowane byly przez
autoklawowanie w temperaturze 121°C 1 nadci$nieniu 1 atmosfery przez 20 min, pH pozywek
ustalone zostato przed sterylizacja na poziomie 5,6-5,7. Rosliny sukcesywnie zostaly
przeniesione sg do kolb z pozywka ukorzeniajacg. Siewki wytwarzajace korzenie zostang
przesadzone do doniczek z ziemig. Celem petnego ukorzenienia si¢ przez 2 tygodnie beda
przetrzymywane w warunkach wysokiej wilgotnosci oraz temperaturze i1 dtugosci dnia jak
poprzednio przez 2 tygodnie. Nastgpnie rosliny beda jarowizowane przez 6 tygodni w
temperaturze 3°C. Zjarowizowane rosliny po przesadzeniu do szklarni bedg tam prowadzone
do momentu zbioru ziarna pokolenia RO.

Ocena fenotypowa reakcji w kulturze in vitro dojrzatych zarodkow ozimych odmian
pszenicy i pszenzyta zostanie wykonana na podstawie wartosci 3 parametrow: udziat




zarodkdw wytwarzajacych kalus nieembriogeniczny (ZNE), udziat zarodkow wytwarzajacych
kalus embriogeniczny (ZE), wudzial zarodkéw wytwarzajacych ro$liny (LR). Dla
poszczegolnych genotypow kazdy z parametrow zostal obliczony w stosunku do wyjsciowe;j
liczby zarodkow (WZ) oraz liczby zarodkow reagujgcych w warunkach kultury in vitro (ZR).

Otrzymanie dihaploidow (DH)

Eksplantatem w androgenezie byly pylniki z klosoéw roslin pierwszej partii mieszancow
pokolenia F1, ktére otrzymano w roku ubiegtym oraz rodzicielskich odmian pszenicy (n=6) i
pszenzyta (n=7). Scinano pedy z klosami zawierajacymi pylniki z mikrosporami w stadium
jednojadrowym oraz przechowywane byly przez 7 do 10 dni w chtodni. Przed sterylizacja
wiasciwa, ktosy umieszczono w 70% alkoholu etylowym na 2 min. Nastepnie alkohol zlano i
calo$¢ sterylizowano roztworem $rodka ,,Domestos” 1 wody w stosunku 1:9 przez 10 min. Po
zlaniu roztworu klosy ptukano woda sterylng 4 razy: przez 30s., a nastgpnie kolejno przez
5,10 1 15 min. Pylniki izolowano z ktosow w sterylnych warunkach i wylozono na szalki
Petriego o $rednicy 60 mm z pozywka indukujaca androgeneze (CLM dla pszenicy, A dla
pszenzyta). Nastepnie szalki zostalty wstawione do inkubatora do temp. 260C i
przechowywane w calkowitej ciemnosci. Po okoto 6 tygodniach sukcesywne przektadano
wytworzony na pylnikach kalus na pozywke regeneracyjng 190-2 i inkubowano w
temperaturze 25°C przy 16/8-godzinnym cyklu $wiatlo/ciemnos¢é. Pozywki byly
sterylizowane przez autoklawowanie w temperaturze 121°C i nadci$nieniu 1 atmosfery przez
20 min, pH pozywek zostato ustalane przed sterylizacjg na poziomie 5,6-5,7. Po okoto 10
dniach wytworzone z kalusa rosliny zostaly przetozone do kolb z pozywka ukorzeniajaca a
p6zniej poddane procesowi jarowizacji trwajgcemu 6 tygodni w temp. 40C. Po zakonczeniu
jarowizacji ro$liny beda wysadzane do pojemnikéw z ziemig i ustawiane w komorze
fitotronowej do czasu wytworzenia ziarniakow. Zjarowizowane rosliny po przesadzeniu do
szklarni beda prowadzone do momentu zbioru ziarna.

Efektywno$¢ androgenezy zostata przedstawiona na podstawie 2 parametréw: udziat
kalusa embriogenicznego w stosunku do liczby wylozonych pylnikoéw w przeliczeniu na 100
pylnikéw oraz udzial powstalych roslin w stosunku do liczby wylozonych pylnikow i
otrzymanego kalusa, w przeliczeniu na 100 pylnikéw/kalusow.

Wyniki

W warunkach kultury in vitro dojrzatych zarodkow dla wszystkich genotypdw ozimych
odmian pszenicy 1 pszenzyta zaobserwowano indukcje kalusa embriogenicznego i
nieembriogenicznego. Najlepiej reagowaty linia pszenicy SE104 oraz pszenzyta SE80. Dla
linii pszenicy SE98 oraz pszenzyta SE 60 uzyskano najmniejszy odsetek ZE, dla ktorych na
pozywce najczesciej pojawial sie kalus nieembriogeniczny. W warunkach kultury in vitro
dojrzatych zarodkéw uzyskano lacznie 117 roslin pszenicy ozimej i 455 roslin pszenzyta
0zimego.

W warunkach kultury in vitro pylnikbw réwniez dla wszystkich linii zbdz
zaobserwowano indukcje kalusa embriogenicznego. W czasie badan otrzymano tacznie 3050
kaluséw dla wszystkich 53 genotypow pszenicy i pszenzyta. W przypadku pszenicy
najwyzszy udzial kalusa embriogenicznego otrzymano dla DH 91 i DH98, natomiast
najnizszy dla DH104. Dla linii pszenzyta najwyzszy udziat PE zaobserwowano dla DH61
natomiast najmniej kalusa embriogenicznego otrzymano dla linii DH112. Podczas
doswiadczen uzyskano 281 ro$lin. Wéréd genotypdw pszenicy najwyzsza efektywnosé
androgenezy otrzymano dla linii DH100, natomiast w przypadku pszenzyta najwyzszy udziat
PR zaobserwowano dla DH61.







Whioski:

1. Wszystkie badane linie zboz charakteryzuja si¢ wysokim potencjatlem embriogenicznym.

2. Wyzsza efektywno$¢ androgenezy i somatycznej embriogenezy otrzymano dla ozimych
odmian pszenzyta i ich mieszancoéw pokolenia F1 otrzymanych w 2015r.

3. Ozime odmiany pszenicy i ich mieszance pokolenia F1 charakteryzuja si¢ nizsza
zdolno$cig do regeneracji ros$lin w warunkach kultury in vitro pylnikow i dojrzatych
zarodkow.

3.4. Temat badawczy 4

Rozmnozenie somaklonéw pszenicy i pszenzyta otrzymanych w 2015r. i analiza
odpornos$ci na P. nodorum w warunkach fitotronowych.
Cel tematu badawczego 4:

W biezacym roku zaplanowane jest dalsze namnozenie otrzymanych somaklonow z
dojrzatych zarodkoéw wytypowanych do dos§wiadczen ozimych odmian pszenicy 1 pszenzyta
w celu uzyskania wystarczajacej ilosci do prowadzenia dalszych badan. W miar¢ mozliwosci
zostang wykonane w warunkach fitotronowych wstepne testy odpornosci na P. nodorum.
Materialy i metody:

Otrzymane w roku 2015r. somaklony zostaly wysadzone i prowadzone w fitotronie i
szklarni do momentu otrzymania nasion. W ramach projektu przetestowano 6 genotypow
pszenicy ozimej 1 5 genotypdw pszenzyta ozimego. Materiatem do analizy odpornosci bytly
dwutygodniowe siewki ozimych odmian pszenicy i pszenzyta do czasu pelnego rozwinigcia
drugiego liscia. Do doswiadczenia zostato przygotowanych po 8 siewek dla kazdego
genotypu, w dwoch powtoérzeniach. Siewki byly inokulowane wodng zawiesing zarodnikow
P. nodorum o stezeniu i umieszczone w catkowitej ciemno$ci w warunkach kontrolowanego
srodowiska: tem. 22°C 1 100% wilgotnosci przez 72 godziny. Po tym okresie siewki byty
prowadzone w warunkach fotoperiodu 16 godzin dzien, 8 godzin noc, temperaturze 20°C w
nocy i 22°C w dzien oraz naturalnej wilgotnosci wzglednej powietrza. Przez caty okres
realizacji doswiadczenia ww. warunki byly $cisle kontrolowane. Po 10-14 dniach inkubacji
zostala przeprowadzona ocena stopnia porazenia lisci siewek w dziewigciostopniowej skali;
gdzie 1 = podatny (silne porazenie grzybem; 9 = odporny ($lady porazenia).

Wyniki:
Na podstawie fitotronowych testow odpornosci na P. nodorum zaobserwowano
najmniejsze porazenia grzybem dla somaklonéw pszenicy Arkadii 1 pszenzyta Borwo,
natomiast najbardziej podatne okazaly si¢ somaklony pszenicy Wydma i somaklony
pszenzyta Borowik. Po przeprowadzeniu analizy wariancji i testow post-hoc wykazano
statystycznie istotne réznice dla somaklondw z odmiany pszenicy Arkadia 1 pszenzyta
Borowik. Dla pozostatych somaklondéw nie wykazano zr6znicowania istotnego statystycznie.
Whioski
1. Zebrane dane zostang porownane do oceny odpornosci na P. nodorum otrzymanych w
roku 2016 linii DH i somaklonow.

2. Na podstawie analizy wariancji wykazano rdznice istotne statystycznie dla somaklonow
pszenicy Arkadia i pszenzyta Borowik.

3. Celem zwigkszenia doktadnosci oceny nalezy zwigkszy¢ do§wiadczenie do wigkszej ilosci
powtdrzen.
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