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Celem projektu byta modyfikacja pozywek i warunkéw kultur in vitro dla opracowania
efektywnego systemu uzyskiwania haploidow i spontanicznie podwojonych haploidéw w procesie
androgenezy oraz optymalizacja warunkow podwajania liczby chromosomoéow haploidow
pszenzyta ozimego i jarego.

Badano efektywno$¢ otrzymywania linii DH pszenzyta ozimego i jarego okreSlajac
czestotliwo$¢ wystepowania podwojonych haploidow po zastosowaniu kolchicyny w pozywce
C17 indukujacej proces androgenezy oraz w pozywce regeneracyjnej 190-2, a takze po
podwojeniu liczby chromosoméw haploidow w procesie kolchicynowania in vivo.

Material i metody

Rosliny mieszancowe pszenzyta do doswiadczen w kulturach in vitro wyhodowano na
potrzeby projektu w placowkach: DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0. Choryn oraz Hodowla
Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Oddzial Matyszyn i Oddzial Borowo. Do indukcji androgenezy
pszenzyta ozimego i jarego stosowano pozywke Ci7 (Wang i Chen 1983), zawierajaca 0,5 mg/l
KIN + 2 mg/l 24-D + 90 g/l maltozy. Androgeniczne struktury hodowano na pozywce
regeneracyjnej: 190-2 (Zhuang i Xu, 1983). Pozywki wybrano na podstawie wcze$niejszych
badan autoréw projektu oraz wynikow z doswiadczen przeprowadzonych w pierwszym roku
realizacji projektu. Stosowano kolchicyne w stezeniu 1,0 mg/l zar6wno w trakcie kultur
pylnikowych w pozywce indukcyjnej, jak i w pozywce regeneracyjnej, a takze w procesie
podwojenia liczby chromosomow roslin haploidalnych w roztworze o stezeniu 1%. Oznaczano
ploidalno$¢ androgenicznych roslin przy uzyciu cytometru.

Wyniki

W ramach projektu, realizowanego w okresie 3 lat, wytozono 83776 pylnikow z 40 form
pszenzyta ozimego i otrzymano 69552 androgenicznych struktur (83,0/100 pylnikow) oraz 2762
zielonych roslin (3,3/100 pylnikéw, 4,0/100 struktur). Wytozono rowniez 89941 pylnikow z 42
form pszenzyta jarego 1 otrzymano 77252 androgenicznych struktur (85,3/100 pylnikow) oraz
2646 zielonych roslin (2,9/100 pylnikow, 3,4/100 struktur). Na podstawie cytometrycznych analiz
2022 androgenicznych roslin pszenzyta ozimego (z 32 genotypow) stwierdzono 717 (35,5%)
podwojonych haploidow w kulturach pylnikowych, natomiast w pszenzycie jarym wsrod 1283
analizowanych roélin (z 25 genotypow) roslin DH bylo 447 (34,8%). Zarowno w formach
ozimych i jarych obserwowano okoto 4,5% ro$lin aneuploidalnych. Calkowita efektywnosc¢
uzyskiwania linii DH oceniono w 2016 roku dla form ozimych i jarych, ktére byly w
doswiadczeniach w 2015 roku, sumujac podwojone haploidy z kultur pylnikowych z kolchicyna
(wyodrebnione na podstawie badan cytometrycznych) oraz podwojone haploidy uzyskane po
kolchicynowaniu haploidow. Ogoétem z 1793 analizowanych ro$lin otrzymano 798 (44,5%) linii
DH.

W dwoéch latach 2015 1 2016 wyhodowano tgcznie 1026 linii podwojonych haploidow
(445 ozimych i 581 jarych). W 2015 roku z 14 genotypow pszenzyta ozimego na 20 badanych
otrzymano 182 (24,8) linie DH, oraz 46 (7,6%) linii z 7 genotypow pszenzyta jarego na 15
przebadanych. W 2016 roku linie DH uzyskano ze wszystkich badanych form 10 ozimych i 17
jarych, tj. 263 (40,9%) roslin DH ozimych i, 535 (46,5%) jarych. Obserwacje efektywnosci
indukcji androgenicznych struktur i regeneracji roslin w doswiadczeniach przeprowadzonych w
2016 roku, dotyczacych zastosowania kolchicyny w kulturach pylnikowych i w podwajaniu liczby
chromosomow roslin haploidalnych wskazuja, ze poziom uzyskania linii DH bedzie zblizony lub
wyzszy do wynikoéw z roku 2015.

Z analizy pochodzenia mieszancoOw wynika ze: dla pszenzyta ozimego korzystne jest
uzycie form oznaczonych symbolem MAH..., zarowno jako matki jak i1 ojca, oraz odmian
TWINGO, TOMKO i KASYNO jako ojca, natomiast dla pszenzyta jarego korzystne jest uzycie
form oznaczonych symbolem MAH... i TJ..., jako matki, oraz odmian ANDRUS i MILKARO
jako ojca.

Obserwacje efektywnosci indukcji androgenicznych struktur i1 regeneracji roslin w
doswiadczeniach przeprowadzonych w 2016 roku, dotyczacych zastosowania kolchicyny w
kulturach pylnikowych i w podwajaniu liczby chromosomoéw roslin haploidalnych wskazuja, ze
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poziom uzyskania linii DH bedzie zblizony do wynikéw z roku 2015. Mozna wigc, stwierdzié, ze
opracowana w trakcie realizacji projektu technika otrzymywania ro§lin DH pszenzyta, zarowno
dla form ozimych jak i jarych, zostala zoptymalizowana i moze by¢ stosowana w programach
hodowlanych.

Whioski z realizacji projektu:

1. W kulturach pylnikowych form ozimych i jarych uzyskano podobnag efektywnos¢
androgenicznych struktur (okoto 80%), zielonych roslin (okoto 3-4%) oraz linii DH
(okoto 30-40%), co $wiadczy o zoptymalizowaniu metody dla pszenzyta.

2. Technika uzyskiwania haploidéw i linii podwojonych haploidéw pszenzyta ozimego i
jarego moze by¢ z powodzeniem wdrazana w zainteresowanych spotkach hodowlanych.

3. Stwierdzono, ze suma podwojonych haploidow, otrzymanych podczas stosowania
kolchicyny na roéznych etapach hodowli pylnikoéw oraz kolchicynowanie in Vivo
haploidalnych ro$lin pozwoli wytworzy¢ wystarczajaca ilo§¢ linii DH dla wykorzystania
w programach hodowlanych.

4. Analiza pochodzenia mieszancoOw wykazata, ze wazny jest wybor komponentéw do
tworzenia mieszancéw dajacych pozytywna odpowiedz w kulturach pylnikowych
pszenzyta.

Whioski ogdlne dotyczace stosowania kolchicyny:

1. Bez kolchicynowania = najtaniej, ale mniej ros$lin DH.

2. Kolchicyna dodawana do pozywki indukujacej androgeneze¢ = taniej, bo zuzywa si¢
mniej kolchicyny, ale wiekszy jest naktad pracy przy dwukrotnym przektadaniu pylnikow.
Roslin DH wiecej 0 20%.

3. Kolchicyna dodawana do pozywki regeneracyjnej = wynik zblizony do kontroli (bez
kolchicyny w pozywkach).

4. Kolchicynowanie haploidow in vivo = najdrozej, bo nalezy wiaczy¢ badania
cytometryczne, a kolchicyne uzywa si¢ w wigkszym stezeniu. Poza tym okoto 30% roslin
po kolchicynie nie przezywa, szczegdlnie u form jarych.

5. Jedynie suma podwojonych haploidéw otrzymanych podczas stosowania kolchicyny w
kulturach pylnikowych (tj. w pozywce indukujgcej proces androgenezy) oraz
kolchicynowanie in vivo haploidalnych roélin stwarza mozliwos$¢ otrzymania takiej iloSci
linii DH, ktéra moze by¢ wykorzystywana w programach hodowlanych = okoto 60-70%
linii DH form ozimych i okoto 40-50% jarych.
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