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1.Tytut zadania

Badanie reakcji mikrospor zyta na stres i warunki kultury in vitro.

(Prof. dr hab. Janusz Zimny)

Cele zadania: Ocena wptywu wybranych czynnikdw egzogennych takich jak stres przeprogramowania
mikrospor oraz pozywki indukujgcej na reakcje mikrospor w warunkach kultury in vitro, co w
konsekwencji zostaje odzwierciedlone w efektywnosci pozyskiwania zielonych podwojonych
haploidow jak tez zbadanie wptywu herbicydédw antymitotycznych na podwajanie liczby
chromosomow.

Whyniki: (1) Analiza wptywu rdéznych czynnikéw stresowych na indukcje androgenezy. Otrzymane
wyniki wskazujg na ogromne znaczenie zastosowanego czynnika stresogennego w indukowaniu
androgenezy zyta. W kulturach pylnikowych dziatanie czynnikoéw stresowych oszacowano na
podstawie procentowego udziatu reagujgcych pylnikéw w stosunku do wszystkich wytozonych po
uptywie kilku tygodni od zatozenia kultury. Sposréd 3 badanych genotypdw, SO1715/14b oraz NS
10/3 zareagowaty wyraznie stabiej w poréwnaniu z NS 10/1 i to niezaleznie od zastosowanego stresu.
W przypadku dwdch genotypow (NS 10/3 i NS 10/1) haploidalng embriogeneze udato sie
zaindukowac¢ dla wiekszos$ci zastosowanych streséw. W przypadku stresu bez fazy chtodzenia
(mannitol + BAP) nie udato sie pobudzi¢ do rozwoju mikrospor nawet u najlepiej reagujgcego
genotypu -NS 10/1. Najwyzszy wskaznik reagujgcych pylnikdw otrzymano po zastosowaniu streséw,
przy ktérych decydujace znaczenie miat chtdd. Stres chtodu w kombinacji z inkubacjg pylnikéw w
mannitolu lub pozywce SolA* pozwalat na uzyskanie pozytywnych wynikéw dla wszystkich badanych
genotypdéw. Uzyskane dane wskazujg, ze najbardziej uniwersalne sg stresy polegajgce na chtodzeniu
ktoséw przez 21 dni (stres A) oraz na chtodzeniu ktoséw przez 21 dni i dalszej inkubacji pylnikéw w
roztworze mannitolu przez 7 dni w temp. 4°C (stres D).

Wyniki: (2) Zbadanie wptywu czynnikow stresowych i sktadu pozywek na zjawisko albinizmu
regenerantow. Badano zwigzek pomiedzy genotypem roslin donorowych, rodzajem prekultury oraz
zastosowaniem w pozywce indukujgcej tiosiarczanu srebra (STS), a poziomem zjawiska albinizmu
wsrdd zregenerowanych roslin. W badaniach uzyto trzy stresy, ktdre charakteryzowaty sie
najwiekszym odsetkiem reagujgcych pylnikdw w zadaniu nr.1. We wszystkich kombinacjach
zregenerowano rosliny. Poziom ogdlnej regeneracji wahat sie od 0 do 64 roslin na 100 pylnikow.
Wytypowano genotypy o wysokim potencjale regeneracyjnym (NS10/4 i NS10/1) oraz takie, dla
ktérych mozliwe byto otrzymanie zaledwie kilku roélin (S01715/14b). Sredni poziom albinizmu wahat
sie w granicach 7,2 do 66,7%, w zaleznosci od rodzaju zastosowanego stresu i pozywki. Najwyzszy
odsetek roslin bezchlorofilowych otrzymano dla stresu B (ktosy w 40C / 21 dni) i G (ktosy w 40C / 14
dni = pylniki w SolA 40C/7 dni) u dla genotypu SO1715/14b. Podobng tendencje zaobserwowano dla
genotypu o najwyzszym potencjale regeneracyjnym (NS10/1). Potraktowanie ktoséw stresem D
(ktosy w 40C / 21 dni = pylniki w mannitolu 40C /7 dni) przyczynito sie do ograniczenia zjawiska
albinizmu $rednio o 10% dla wiekszosci genotypdw. Wbrew postawionej hipotezie dodatek STS nie
spowodowat obnizenia liczby zregenerowanych roslin albinotycznych.

Wyniki: (3) Zbadanie wptywu ustalonego stresu, warunkéw kultury na liczbe regenerowanych
zielonych roslin ich budowe morfologiczng i ptodnos¢. Na etapie aklimatyzacji w szklarni odnotowano
bardzo silne zamieranie wyprowadzonych roslin- wypadto ok. 50% posadzonych obiektédw. Sposrdd
puli prawidtowo rozwijajgcych sie regenerantéw wybrano 100, na ktérych przeprowadzono ocene
morfologiczng oraz analizy poziomu ploidalnosci. Dla wszystkich badanych genotypdw juz na etapie
krzewienia, uzyskane rosliny, wykazywaty zmienno$¢ fenotpowa, odbiegajagc swojg budowg
morfologiczng od roslin donorowych. Obserwowano duze rdznice w zdolnosci krzewienia sie,
szerokosci i dtugosci blaszek lisSciowych. Regeneranty oznaczone jako DH czesto reprezentowaty
cechy typowe dla haploidéw. U niektérych regenerantéw obserwowano pasiastos¢ lisci. Uwidocznity
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sie réznice pomiedzy genotypami pod wzgledem liczby spontanicznych DH. Regeneranty takie
stanowity ponad 80% roslin analizowanych. Badania wykazaty wystepowanie réwniez dwoéch form
triploidalnych, ktore byty nieptodne. Nie obserwowano roslin aneuploidalnych.
Liczba spontanicznie podwojonych haploidéow wyniosta 87,5% dla NS 10/4, 86%, dla NS 10/1 oraz
44% dla S01715/14b. Dojrzewajace ktosy czesto na etapie kwitnienia nie wyrzucaty pylnikéw. Ich
nieptodnos¢ potwierdzata sie brakiem nasion przy swobodnym przepyleniu. Ktosy w duzym stopniu
charakteryzowaty sie czesciowg ptodnoscig (2 - 41 ziarniakdw na kfos). Ze swobodnego zapylenia
uzyskano wiecej ziarniakéw w ktosie, a jednoczesnie ziarniaki byty wieksze i lepiej wypetnione niz w
przypadku samozapylenia. Dtugos¢ ktosa wahata sie od 4,5 do 10,5 cm. Tylko z 5 izolowanych ktoséw
udato sie zebra¢ nasiona w liczbie od 10 do 26 na kitos. Dopiero ocena wszystkich ptodnych
regenerantow pozwoli na wycigganie wnioskdw dotyczacych wptywu streséw na mozliwosé
uzyskiwania ptodnych linii.
Wyniki (4) Ocena wptywu herbicydéw antymitotycznych na podwajanie liczby chromosomoéw w
kulturach in vitro — badania wstepne. Przezywalnos¢ eksplantatéw w formie siewek uzyskanych z
zarodkéw zygotycznych,poddawanych dziataniu inhibitorow mitozy zalezna byta od ich stezenia i
czasu ekspozycji. Oryzalina (O) niezaleznie od czasu stosowania, wykazywata silniejsze dziatanie
fitotoksyczne ograniczajgc przezywalnosé eksplantatéw, w porownaniu do trifluraliny (T). Siewki
poddane dziataniu trifluraliny na standardowych pozywkach zdolne byty do kontynuowania dalszego
rozwoju. Przezywalnos¢ eksplantatéow eksponowanych przez 48h na 10uM trifluraliny wynosita po 2
tyg kultury ok. 95%, natomiast po zastosowaniu oryzaliny w takim samym stezeniu wskaznik ten byt
prawie dwukrotnie nizszy. Przezywalnos¢ i witalnos¢ siewek traktowanych herbicydami
antymitotycznymi byty zalezne od ich stadium rozwojowego. Nawet przy niewielkiej réznicy wielkosci
siewek, poddanych np. 24 h ekspozycji na herbicydy w najwyzszych stezeniach przezywalnos¢ ulegata
dodatkowemu obnizeniu o 30-50%. Jednak w przypadku najwyiszego stezenia oryzaliny siewki, u
ktérych rozwdj zostat zahamowany zacznaty ,odbija¢” po ok. 3-4 tyg kultury. Po 7h ekspozycji na
oryzaline w stezeniu 5 i 10 uM odpowiednio 58% i 33% eksplantatow bylo w stanie dalej
kontynuowac swéj rozwdj. Wrazliwos¢ siewek byta zmienna w zaleznosci od warunkdéw oswietlenia i
ciemnosci (Swiattu ograniczato toksyczny wptyw oryzaliny). Na podstawie reakcji siewek
androgeniczne regeneranty na etapie ukorzeniania/krzewienia pochodzace z genotypow NS10/1
NS10/3 poddano dziataniu w warunkach in vitro 5 uM O/7h i 10uM T/24h. Niezaleznie od stezenia
zastosowanego herbicydu i czasu jego dziatana nie zaobserwowano jakiegokolwiek negatywnego
wplywu na przezywalnosé uzyskanych regenerantéw u obu genotypow. Przezywalnosé roslin obnizyta
sie dopiero po przeniesieniu ich do gleby, jednak wskaznik ten nie réznit sie od kontroli. Ocena
wplywu zastosowanych zwigzkéw na poziom ploidalnosci regenerantéw, znajdujgcych sie obecnie w
jarowizacji, zostanie przeprowadzona w nastepnym roku kalendarzowym.

Whnioski
Dobodr sposobu indukowania mikrospor do androgenezy wymaga indywidualnego podejscia w
zaleznosci od genotypu. Najodpowiedniejszym typem stresu wydaje sie by¢ chtodzenie peddéw z
ktosami przez okres 21 dni, lub chtodzenie peddw z ktosami w potaczeniu z pdiniejszg inkubacja
pylnikdéw w roztworze mannitolu i to tak w celu indukowania androgenezy jak i ze wzgledu na liczbe
albinotycznych regenerantow.
Wzbogacenie pozywek indukujgcych o STS nie wptywa na poziom albinizmu w kulturach in vitro.
Dodanie tiosiarczanu srebra do pozywki nie podnosi liczby zregenerowanych roslin.
Liczba spontanicznie podwojonych haploidéw zalezy od genotypu badanej rosliny.
Oryzalina wykazuje silniejsze dziatanie fitotoksyczne w pordwnaniu do trifluraliny. Pomimo
zatrzymania rozwoju na skutek zastosowania zwigzkow antymitotycznych rosliny s3 w stanie
aktywizowac swadj rozwaj.



