»Badania nad zwiekszeniem efektywnosci uzyskiwania haploidow w procesie
androgenezy oraz optymalizacja parametrow otrzymywania podwojonych
haploidow pszenzyta ozimego i jarego”.

Nr decyzji MRiIRW: HORhN-801-8/14, zadanie nr 18

Kierownik: dr Aurelia Slusarkiewicz-Jarzina
Wykonawcy: dr Aleksandra Ponitka, dr Aurelia Slusarkiewicz-Jarzina, mgr Hanna Pudelska,
mgr Jolanta Wozna

Zgodnie z harmonogramem prowadzono badania nad otrzymywaniem podwojonych
haploidow pszenzyta ozimego i jarego poprzez modyfikacje pozywki indukujacej
androgeneze w kulturach pylnikowych oraz testowanie czynnikdw, potencjalnie majacych
wplyw na efektywnos¢ kolchicynowania in vivo.

Cele projektu:

1) Badanie efektywnosci uzyskiwania ros$lin o podwojonej liczbie chromosomow
pszenzyta ozimego i jarego W wyniku zastosowania Kkolchicyny w pozywce
indukujacej androgeneze w kulturach pylnikowych.

2) Ocena catkowitej efektywnosci otrzymania linii DH uzyskanych w warunkach in vitro
spontanicznie, indukowanych kolchicyna w pozywce oraz W  procesie
kolchicynowania roslin haploidalnych pszenzyta ozimego i jarego.

Material i metody:

Z roslin 20 form mieszancowych pszenzyta ozimego i 15 jarego pokolenia F1 lub F,
klosy zawierajace pylniki w stadium mikrospor umieszczano w roztworze wg pozywki N6
(Chu i wsp., 1975) z dodatkiem 2,0 mg/l 2,4-D, w temperaturze 4°C, przez 6 dni, w
ciemnosci. Wykonano 4 nastepujace doswiadczenia:

Doswiadczenie 1. Pylniki z roslin 14 mieszancow pszenzyta ozimego wytozono na pozywke

plynng oraz zestalong agaroza C17 (Wang i Chen, 1983) + 0,5 mg/l kinetyny + 2,0 mg/l 2,4-D
+ 90 g/l maltozy.
Doswiadczenie 2. Pylniki z ro$lin 10 mieszancoéw pszenzyta jarego wytozono na pozywki jak

w doswiadczeniu 1.

Doswiadczenie 3. Pylniki z roslin 6 mieszancow pszenzyta ozimego wytozono na pozywke

ptynng C17 + 0,5 mg/l kinetyny + 2,0 mg/l 2,4-D + 90 g/l maltozy z dodatkiem 0,1 mg/I lub
1,0 mg/l kolchicyny przez 24, 48 i 72 godziny.
Doswiadczenie 4. Pylniki z roslin 5 mieszancow pszenzyta jarego wytozono na pozywke jak

w do$wiadczeniu 3.

Pylniki z pozywki zawierajacej kolchicyne przenoszono na takg samg pozywke bez
kolchicyny i inkubowano w temperaturze 28°C, w ciemnos$ci. Androgeniczne struktury
hodowano na pozywce regeneracyjnej 190-2 (Zhuang i Xu, 1983) z dodatkiem 1,0 mg/I
kinetyny i 0,5 mg/l NAA oraz 30 g/l sacharozy, w temperaturze 22°C, przy o$wietleniu 12
godzin na dobg. Poziom ploidalnosci androgenicznych roslin pszenzyta ozimego i1 jarego
badano poprzez ocen¢ intensywnosci fluorescencji DNA w zawiesinie komorek lisci z
wykorzystaniem cytometru przeptywowego (typ PARTEC). Efektywnos$¢ uzyskiwania roslin
o podwojonej liczbie chromosomow oceniono na podstawie badania poziomu ploidalno$ci
zregenerowanych roslin z pozywki zawierajacej kolchicyne oraz z pozywki kontrolnej bez
kolchicyny. Rosliny haploidalne form ozimych i jarych oraz wszystkie pozostale regeneranty
nie badane cytometrem traktowano roztworem 0,1% kolchicyny z dodatkiem 4% DMSO oraz
25 mg/l GAs, w temperaturze 25°C. Zastosowano 4 warianty kolchicynowania haploidow
(A, B, C, D) oraz 2 warianty dla pozostatych regenerantow (A i B):
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wariant A — kolchicyna przez 6 godzin,
wariant B — kolchicyna przez 6 godzin + chtodzenie w temperaturze 2-4°C przez 5 dni,
wariant C — kolchicyna przez 8 godzin,
wariant D — kolchicyna przez 8 godzin + chtodzenie w temperaturze 2-4°C przez 5 dni.

Po wyptukaniu kolchicyny rosliny wysadzono do ziemi w celu osiggniecia dojrzatosci.
Catkowita efektywnos¢ uzyskiwania linii DH moze by¢ oceniona dopiero w 2015 roku po
zsumowaniu spontanicznie podwojonych haploidow (wyodrebnionych na podstawie badan
cytometrycznych) oraz podwojonych po kolchicynowaniu haploidow.

Wyniki:

W dwoéch pierwszych do$wiadczeniach badano wptyw pozywki C17 plynnej i
zestalonej agaroza na indukcje androgenezy i regeneracj¢ zielonych roslin w kulturach
pylnikowych 14 form mieszancowych pszenzyta ozimego oraz 10 form jarego. Wytozono
okoto 28000 pylnikow z form ozimych i stwierdzono na pozywce plynnej wyzsza
efektywnos$¢, zarowno androgenicznych struktur jak i zielonych ro$lin, a mianowicie z 9637
pylnikéw otrzymano 8613 androgenicznych struktur tj. srednio 89,4/100 pylnikow (od 23,3
do 182,5 w zaleznosci od genotypu) oraz 223 zielone rosliny tj. 2,3/100 pylnikow (od 0,2 do
5,4 w zaleznos$ci od genotypu). Natomiast na pozywce zestalonej agaroza z 11679 pylnikéw
otrzymano 7322 androgenicznych struktur tj. $rednio 62,7 /100 pylnikoéw (od 6,8 do 128,9 w
zaleznosci od genotypu) oraz 210 zielonych ro$lin tj. 1,8/100 pylnikéw (od 0,3 do 5,7 w
zaleznosci od genotypu).

Z form jarych wylozono okoto 25000 pylnikéw i stwierdzono, podobnie jak w
pszenzycie ozimym na pozywce ptynnej, wyzsza efektywno$¢ androgenicznych struktur,
natomiast procent zielonych roslin byt podobny na obu postaciach pozywki. Z 7810 pylnikow
otrzymano 7031 androgenicznych struktur tj. srednio 90,0/100 pylnikéw (od 8,6 do 342,5 w
zalezno$ci od genotypu) oraz 195 zielone rosliny tj. 2,5/100 pylnikéw (od 0,3 do 17,3 w
zalezno$ci od genotypu). Natomiast na pozywce zestalonej agaroza z 8920 pylnikéw
otrzymano 5717 androgenicznych struktur tj. $rednio 64,1 /100 pylnikéw (od 6,0 do 239,2 w
zaleznos$ci od genotypu) oraz 242 zielonych roslin tj. 2,7/100 pylnikéow (od 0,1 do 17,9 w
zaleznosci od genotypu). Obserwowano wigksze zrdznicowanie efektywnosci uzyskiwania
struktur 1 roslin migdzy poszczegdlnymi formami jarymi niz ozimymi. Notowano podobna
srednig efektywno$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur i zielonych ro$lin, zarowno na
pozywce ptynnej, jak 1 zestalonej agaroza. Podsumowujac wyniki uzyskane lacznie z
pozywek stalej 1 plynnej, stwierdzono, rowniez podobny poziom androgenicznych struktur
(Srednio 81,0/100 pylnikéw) i zielonych roslin (2,4/100 pylnikow) dla form ozimych oraz dla
jarych (odpowiednio 88,8 struktur i 2,7 roslin).

W dwoch kolejnych doswiadczeniach badano wptyw kolchicyny w pozywce ptynnej
C17 na tworzenie podwojonych haploidow u 6 form mieszancowych pszenzyta ozimego I 5
jarego. Zastosowano dwa stezenia kolchicyny (0,1 i 1,0 mg/l) przez 24, 48 i 72 godziny.
Stwierdzono obnizanie efektywnosci tworzenia androgenicznych struktur oraz zielonych
ros§lin pszenzyta ozimego stosujac stezenie 1,0 mg/l kolchicyny przez 48 i 72 godziny, a
szczegolnie przez 72 godziny. Jednocze$nie dtuzszy czas stosowania kolchicyny powodowat
wzrost liczby roslin o podwojonej liczbie chromosomoéw we wszystkich badanych formach.
Najwigcej podwojonych haploidow notowano stosujac stezenie 1,0 mg/1 kolchicyny przez 24
godziny oraz 0,1 mg/l przez 48 godzin. W tych warunkach uzyskano nizszg efektywno$¢
androgenicznych struktur i zielonych ro$lin w poréwnaniu z kontrolg, jednak procent
podwojonych haploidéw byt wyzszy 1 wynosit §rednio 66,2% (56,3 do 77,8% w zaleznosci od
genotypu). Ogétem na pozywki z kolchicyng z 6 form wylozono 7150 pylnikow i uzyskano
6604 androgenicznych struktur (92,4/100 pylnikow) oraz 205 roslin (2,9/100 pylnikow). Przy
uzyciu cytometru zbadano 139 ros$lin, wsrod ktérych stwierdzono 92 rosliny o podwojonej
liczbie chromosomow (tj. 66,2%), natomiast w warunkach kontrolnych (bez kolchicyny)
poziom spontanicznie podwojonych haploidéw wynosit 30,3%.
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Z trzech form pszenzyta jarego nie udalo si¢ zregenerowac roslin lub bylto ich bardzo
mato i dlatego przedstawiono wyniki tylko dla 2 form. Podobnie jak w formach ozimych,
przy wyzszym stezeniu kolchicyny (1,0 mg/l) oraz czasie 72 godziny, obserwowano
obnizenie efektywnosci otrzymywania androgenicznych struktur i zielonych roslin. Najwiecej
podwojonych haploidow notowano stosujgc stezenia 0,1 oraz 1,0 mg/l kolchicyny przez 72
godziny. W tych warunkach stwierdzono podwyzszenie ilo$ci roslin o podwojonej liczbie
chromosomoéw (odpowiednio w dwoch formach 60,6% i 40,9%) w porownaniu z kontrolg bez
kolchicyny ($rednio okoto 30,0%). Ogotem na pozywki z kolchicyng z dwoch form jarych
wytozono 2460 pylnikow i1 uzyskano 4333 androgenicznych struktur (176,1/100 pylnikow)
oraz 130 roslin (5,3/100 pylnikdow). Przy uzyciu cytometru zbadano 55 roslin, wsrdd ktérych
stwierdzono 29 rosliny o podwojonej liczbie chromosomoéw ($rednio 52,7%).

Poziom ploidalnosci losowo wybranych 469 roslin pszenzyta ozimego i 246 jarego
oznaczono na podstawie analiz cytometrycznych. Uzyskano srednio 37,3% spontanicznie
podwojonych haploidow (od 3,0 do 72,2% w zaleznos$ci od genotypu) w 17 formach
pszenzyta ozimego, natomiast w 9 formach pszenzyta jarego notowano srednio 32,9%
spontanicznych podwojen (od 15,4 do 56,4%).

Podsumowujac wyniki, tacznie z pozywek statej i pltynnej, z pszenzyta ozimego i
jarego otrzymano podobny poziom androgenicznych struktur z 20 form ozimych ($rednio
81,0/100 pylnikow) i zielonych roslin (2,4/100 pylnikow) oraz z 15 form jarych (odpowiednio
88,8 struktur i 2,7 roslin). Obserwowano znacznie wigksze zréznicowanie wynikow dla
poszczegdlnych form jarych (od 7,2 do 287,2 androgenicznych struktur/100 pylnikoéw oraz od
0,1 do 17,6 ros$lin/100 pylnikéw) niz w ozimych (od 14,8 do 152,1 androgenicznych
struktur/100 pylnikow oraz od 0,1 do 5,6 ro$lin/100 pylnikow).

Na podstawie analiz cytometrycznych wyodrgbniono 279 haploidow ozimych i 155
jarych. Zatozono dwa doswiadczenia, w ktorych haploidy kolchicynowano wg wariantow
A, B, C, D, natomiast regeneranty nieoznaczone (629 roslin = 264 ozimych oraz 361 jarych)
kolchicynowano wg wariantow A 1 B. Aktualnie wszystkie ro§liny, zarowno podwojone
haploidy oznaczone cytometrycznie, jak i po kolchicynowaniu in vivo zostaly wysadzone w
szklarni (ozime po jaryzacji). Dopiero w 2015 roku, po osiaggni¢ciu dojrzatosci roslin,
mozliwa bedzie ocena catkowitej efektywnosci uzyskiwania linii DH.

Whioski:

1. Zastosowanie ptynnej pozywki indukujacej androgeneze zwigkszyto efektywnose¢
uzyskiwania androgenicznych struktur, zarowno form ozimych jak i jarych, w
porownaniu z pozywka zestalong agaroza. Zwigkszenie efektywno$ci otrzymywania
androgenicznych struktur w ptynnej pozywce nie jest jednak rownoznaczne z
podwyzszeniem regeneracji roslin.

2. Wydaje si¢ celowe stosowanie pozywki statej indukujacej andogeneze, ze wzgledu na
ryzyko infekcji w ptynnych kulturach pylnikowych, w ktérych rowniez czasochtonne
jest przektadanie na pozywke regeneracyjng pojedynczych struktur.

3. Odpowiedni dobdr stezenia kolchicyny i czasu traktowania w ptynnych kulturach
pylnikowych pozwala zwigkszy¢ czgstotliwosé uzyskiwania regenerantdOw pszenzyta
ozimego i jarego o podwojonej liczbie chromosomdw, jednak stosowanie kolchicyny
W pozywce obniza efektywno$¢ otrzymywania struktur i1 roslin.



