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Zgodnie z harmonogramem prowadzono badania nad otrzymywaniem podwojonych
haploidow pszenzyta ozimego i jarego poprzez Sstosowanie w Kulturach pylnikowych kolchicyny
dodawanej do pozywek indukujacej androgenezg i regeneracyjnej oraz poprzez testowanie czynnikow,
potencjalnie majgcych wptyw na efektywnos¢ kolchicynowania in vivo.

Cele projektu:

1) Okreslenie efektywnosci uzyskiwania roslin o podwojonej liczbie chromosoméw pszenzyta
ozimego 1 jarego w wyniku zastosowania kolchicyny w pozywce indukujacej androgeneze
oraz w pozywce regeneracyjne;j.

2) Ocena efektywnos$ci otrzymania linii podwojonych haploidow w warunkach in vivo, w
procesie kolchicynowania roslin haploidalnych pszenzyta ozimego i jarego.

Material i metody:

Materiatem do$wiadczalnym byto 10 ozimych form mieszancowych pszenzyta oraz 17 form
jarych pochodzacych ze Spotek Hodowli Roslin: DANKO-Choryn i Strzelce. Rosliny hodowano w
szklarni stosujac doswietlanie przez 8 godzin/dob¢ w temperaturze 22°C w dzien i 17°C w nocy.
Scinano pedy z ktosami zawierajacymi pylniki z mikrosporami w stadium jednojadrowym z duza
wakuola i umieszczano w roztworze mikro- i makroelementow wedtug pozywki N6 (Chu i in., 1975)
z dodatkiem auksyny 2,4-D (kwas 2,4 dichlorofenoksyoctowy) w stezeniu 2,0 mg/l, w temperaturze
4°C, przez 6 dni, w ciemnosci. Pylniki izolowano w sterylnych warunkach i wyktadano na pozywke
indukujaca androgenezg, wybrang na podstawie ubiegtorocznych doswiadczen: C17 (Wang, Chen
1983) zestalona agaroza z dodatkiem 0.5 mg-dm™ kinetyny, 90 ¢-dm™ maltozy oraz 2.0 mg-dm™ 2 4-
D oraz 1,0 mg/l kolchicyny przez 24 godziny. Pylniki z pozywki zawierajacej kolchicyne przenoszono
na pozywke C17 bez kolchicyny. Wszystkie kultury pylnikowe inkubowano w temperaturze 28°C, w
ciemnosci. Z kazdej formy mieszancowej wytozono po okoto 2250 pylnikéw (facznie okoto 60000
pylnikow). Dla zregenerowania ro$lin wszystkie uzyskane struktury androgeniczne przektadano po 30
sztuk na szalki o $rednicy 9 cm.

Po 4 tygodniach kultury uzyskane androgeniczne struktury przenoszono na pozywke
regeneracyjna 190-2 (Zhuang, Xu 1983) z dodatkiem 1,0 mg-dm™ kinetyny i 0,5 mg-dm™ NAA (kwas
L-naftalenooctowy) oraz 30 g-dem™ sacharozy i hodowano w temperaturze 22°C, przy oswietleniu
80-100 pmoli fotonéw m™s™ przez 12 godzin. Z 5 form ozimych i 5 jarych (wybranych ze wzgledu na
wysoka efektywno$¢ indukcji androgenicznych struktur) uzyskane struktury umieszczano po potowie
na pozywce regeneracyjnej z dodatkiem 1,0 mg/l kolchicyny przez 24 godziny oraz na pozywce bez
kolchicyny. Nastepnie struktury z pozywki z kolchicyng przenoszono na pozywke kontrolng bez
kolchicyny. Wszystkie kultury androgenicznych struktur prowadzono w temperaturze 22°C, na $wietle
o natezeniu 80-100 pmol fotonéw m™ s™ przez 12 godzin na dobe.

Poziom ploidalnosci androgenicznych roslin pszenzyta ozimego i jarego badano poprzez
oceng intensywnosci fluorescencji DNA w zawiesinie komorek lisci z wykorzystaniem cytometru
przeplywowego (typ PARTEC). Do badan pobierano fragmenty lisci z regenerantow o wysokosci
okoto 15 cm, rosnacych w ziemi w kontrolowanych warunkach w temperaturze 22/17°C, dzien/noc,
przy oswietleniu 200 pmoli fotonéw ms™ przez 12 godzin. Poziom indukcji androgenicznych struktur
i regeneracji zielonych roslin okreslano w stosunku do liczby wylozonych pylnikow. Efektywnosé
uzyskiwania roslin o podwojonej liczbie chromosoméw oceniano na podstawie badania poziomu
ploidalnosci zregenerowanych roslin z pozywek C17 i 190-2 z kolchicyna, w odniesieniu do pozywki
kontrolnej, bez kolchicyny.




W czerwcu 2015 roku zebrano klosy z nasionami z roslin pszenzyta ozimego i jarego
otrzymanych w do$wiadczeniach w 2014 roku. Oceniono efektywnos¢ uzyskania linii DH w wyniku
zastosowania kolchicyny w pozywce C17 oraz w warunkach in vivo. Efektywnos¢ linii DH oznaczano
w stosunku do wszystkich uzyskanych roslin androgenicznych.

W doswiadczeniach przeprowadzonych w 2015 roku zastosowano nastgpujace warunki
kolchicynowania haploidow in vivo: (1) Potowg otrzymanych roslin haploidalnych form ozimych i
jarych, po wyjeciu z ziemi i przycigciu korzeni na dtugo$¢ 2 cm, zanurzano do wysokosci 1,5 cm
powyze] wezta krzewienia, w roztworze 0,05% kolchicyny z dodatkiem 2% DMSO
(dimetylosulfotlenek) oraz 25 mg-dm® GA; (kwas giberelinowy), w temperaturze 25°C przez 6
godzin. (2) Druga potowe haploidow poddano kolchicynowaniu na pozywce regeneracyjnej w
probdéwkach poprzez dolanie na powierzchnie pozywki 0,05% roztworu kolchicyny na 6 godzin.

Wszystkie rosliny zarowno kolchicynowane w probdwkach jak i wyjete z ziemi ptukano pod
biezgcg wodg przez 24 godziny a nastgpnie umieszczano w wodzie i chtodzono w temperaturze 2-4°C
przez 5 dni.

Wyniki:

W doswiadczeniu dotyczacym zastosowania kolchicyny w pozywce indukcyjnej C17 (w
stezeniu 1,0 mg/l przez 24 godziny — wybranym na podstawie ubiegtorocznych badan) stwierdzono, ze
procent androgeneicznych struktur i zielonych roslin byt bardzo zblizony w obu warunkach — z
kolchicyng 1 bez, zar6wno w formach jarych jak i1 ozimych. Uzyskano s$rednio okoto 90%
androgenicznych struktur oraz okoto 3% zielonych ro$lin zaréwno w formach ozimych jak i jarych.
Prowadzac w biezacym roku kultury pylnikowe 10 form ozimych i 17 jarych, potwierdzono trafnosc¢
wyboru stezenia i czasu stosowania kolchicyny w pozywce indukujacej proces androgenezy w celu
podwyzszenia efektywno$ci otrzymywania podwojonych haploidéw. Zastosowanie kolchicyny w
pozywce indukcyjnej nie obnizylo znaczaco efektywnosci uzyskiwania androgenicznych struktur i
regeneracji zielonych roslin, ale znaczaco wplyn¢to na uzyskanie roslin DH. Na podstawie analiz
cytometrycznych 557 roslin pobranych z 5 genotypdéw ozimych i 533 roslin pobranych z 5 genotypow
jarych stwierdzono, $rednio 46,5% podwojonych haploidéw wsrdd roslin ozimych oraz 36,8% roslin
DH wéréd jarych. Ponadto odnotowano po kilka procent roslin aneuploidalnych, odpowiednio 2,2%
ozimych 1 3,7% jarych. W do$wiadczeniu dotyczacym zastosowania kolchicyny w pozywce
regeneracyjnej 190-2 obserwowano prawie identyczng regeneracje zielonych roslin na pozywce z
dodatkiem kolchicyny i bez kolchicyny tj. $§rednio okoto 5,0% w formach ozimych i okoto 7,0% w
jarych. Mozna wiec stwierdzi¢, ze dodanie kolchicyny do pozywki regeneracyjnej nie zmniejsza
efektywnosci otrzymywania zielonych roélin. Jednak poréwnujgc efektywnos¢ uzyskiwania ro§lin DH
z trzech réznych warunkow: (1) z pozywki C17 bez kolchicyny oraz pozywki 190-2 bez kolchicyny;
(2) pozywki C17 z kolchicyng oraz pozywki 190-2 bez kolchicyny; (3) pozywki C17 bez kolchicyny
oraz pozywki 190-2 z kolchicyng, stwierdzono najwyzszy procent podwojonych haploidow zaréwno
w formach ozimych jak i jarych po zastosowaniu kolchicyny w pozywce indukcyjnej C17, (Srednio
okoto 55,0%; przy czym w zaleznosci od genotypu 16,4-67,4% ozimych oraz 18,6-52,9% jarych). Po
dodaniu kolchicyny do pozywki regeneracyjnej 190-2 otrzymano mniej roslin DH tj. srednio okoto
45,0% (od 16,7-67,7% ozimych oraz 18,6-52,9% jarych,), natomiast najmniej podwojonych
haploidéw notowano w warunkach kontrolnych — bez kolchicyny w obu pozywkach C17 i 190-2
($rednio tylko 36,5% wsrdd roslin ozimych i 24,4% wsrod jarych).

Ogotem z 60430 pylnikow wytozonych z 27 form otrzymano 54003 androgenicznych struktur
(89,4/100 pylnikow) oraz 1793 zielonych roslin (3,0/100 pylnikéw) w tym: z 10 genotypow pszenzyta
ozimego wytozono 22420 pylnikdéw i otrzymano 19864 andogenicznych struktur (88,6/100 pylnikow)
oraz 643 zielone rosliny (2,9/100 pylnikéw); z 17 genotypoéw pszenzyta jarego wytozono 38010
pylnikéw 1 otrzymano 34139 andogenicznych struktur (89,8/100 pylnikéw) oraz 1150 zielonych roslin
(3,0/100 pylnikéw). Nalezy podkre$li¢, ze rozwdj androgenicznych struktur i regeneracje zielonych
ro$lin zaindukowano we wszystkich badanych genotypach, jednakze efektywnos¢ wahata si¢ od 21,5
struktur do 164,1/100 pylnikéw oraz od 0,1 do 20,8 roslin/100 pylnikoéw. Pomimo, ze wystepowato
znaczne zroznicowanie w wydajnosci metody dla poszczegolnych genotypow, to srednia efektywnosé
indukcji androgenicznych struktur i regeneracji roslin byla podobna u form ozimych i jarych i
wynosita odpowiednio okoto 90,0% struktur i okoto 3,0% ro$lin/100 pylnikow.

Po uzyskaniu dojrzatosci ro$lin pszenzyta ozimego i jarego wysadzonych do ziemi w 2014
roku oceniono efektywnos¢ uzyskania linii DH w wyniku zastosowania kolchicyny w pozywce C17
oraz w warunkach in vivo. Ogoétem z 733 roslin ozimych otrzymano 182 (24,8%) podwojonych
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haploidéw, natomiast z 603 roslin jarych otrzymano tylko 46 (7,6%) linii DH. Ro$liny DH bardzo
rzadko wytwarzaly ktosy catkowicie wypelione ziarnem, wigkszo$¢ ktoséw miata ziarniaki osadzone
w sektorach ktosa, a czasem tylko po kilka ziarniakow w ktosie. Pozostate rosliny nie przezyty (okoto
30%) lub w ogdle nie zawigzaly nasion (okolo 40%). Wynik ten sugeruje, ze w kolejnych
eksperymentach dotyczacych kolchicynowania regenerantow w warunkach in vivo nalezy zmniejszy¢
stezenie roztworu kolchicyny oraz DMSO, lub skroci¢ czas ekspozycji roslin. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna jednak stwierdzi¢, ze efektywno$¢ uzyskania podwojonych haploidow
zardwno pszenzyta ozimego jak i jarego byta nieco wyzsza gdy kolchicyne zastosowano w pozywce
C17 1 wynosita dla form ozimych $rednio 13,6% (w zaleznosci od genotypu od 0-25,0%) oraz dla
form jarych 4,5% (réwniez od 0-25,0%), w pordwnaniu z kolchicynowaniem w warunkach in vivo,
odpowiednio w formach ozimych — 11,2% (od 0- 30,4%), oraz w jarych 3,1% (od 0-16,7%).

Analizujac wyniki dotyczace kolchicynowania haploidow in vivo stwierdzono, ze najwigcej
podwojonych haploidéw wystegpowato w warunkach B tj. przy traktowaniu roslin 0,1% roztworem
kolchicyny przez 6 godzin z chtodzeniem w temperaturze 2-4°C przez 5 dni.

W 2015 roku zastosowano o potowe mniejsze st¢zenie kolchicyny (0,05%) i DMSO (2,0%),
ze wzgledu na wczesniej stwierdzong niska przezywalnos¢ roslin po kolchicynie. Zastosowano 4
warianty kolchicynowania ro$lin w warunkach in vivo:

Wariant A — roslinki w probowkach traktowano roztworem kolchicyny przez 6 godzin;
Wariant B — roslinki w probowkach traktowano roztworem kolchicyny przez 6 godzin + chtodzenie;
Wariant C — ro$linki wyjete z ziemi traktowano roztworem kolchicyny przez 6 godzin;
Wariant D — roslinki wyjete z ziemi traktowano roztworem kolchicyny przez 6 godzin + chtodzenie

Rosliny haploidalne (286 ozimych i 317 jarych) wyodrebnione na podstawie analiz
cytometrycznych podzielono na 4 cze$ci i poddano kolchicynowaniu w réznych warunkach
(A,B,C,D). Wszystkie pozostate rosliny niecoznaczone cytometrycznie tj. 86 roslin z 5 genotypoéw
ozimychi 617 z 12 genotypow jarych kolchicynowano w warunkach D.

Rosliny ozime przechodza okres jarowizacji w chtodni, natomiast rosliny zaréwno form jarych
jak i ozimych sg sukcesywnie wysadzane do ziemi po okresie aklimatyzacji w pokoju hodowlanym.
Nastgpnie wszystkie rosliny bgda hodowane do dojrzatosci w szklarni. Catkowita efektywnosc¢
uzyskiwania linii DH moze by¢ oceniona dopiero w 2016 roku po zsumowaniu spontanicznie
podwojonych haploidow (wyodrebnionych na podstawie badan cytometrycznych) oraz podwojonych
po kolchicynowaniu haploidéw.

Whioski:

1. Najwyzsza efektywnos¢ otrzymywania podwojonych haploidow zaréwno w formach ozimych jak
i jarych (okoto 55,0%) stwierdzono po zastosowaniu kolchicyny w pozywce indukcyjnej C17, w
poréwnaniu z dodaniem kolchicyny do pozywki regeneracyjnej 190-2 (okoto 45,0%) oraz
warunkami kontrolnymi — bez kolchicyny (tylko 36,5% wsrod roslin ozimych i 24,4% wsrod
jarych).

2. W wyniku kolchicynowania haploidow in vivo najwigcej roslin DH zaréwno ozimych jak i jarych
uzyskano w warunkach, gdy haploidy traktowano 0,1% roztworem kolchicyny przez 6 godzin z
dodatkowym chtodzeniem przez 5 dni.

3. Na podstawie jednorocznych wynikéw stwierdzono, ze dla otrzymywania roslin DH ze wzgledow
ekonomicznych korzystniejsze wydaje si¢ stosowanie kolchicyny (w stezeniu 1,0%) w pozywce
C17 indukujacej androgeneze, niz traktowanie roztworem kolchicyny otrzymanych ro$lin
zielonych w warunkach in vivo (w stezeniu 1000 mg/1).

Materiaty opublikowane:

Publikacja: Slusarkiewicz-Jarzina A., Ponitka A. 2015. Doubled haploid production of winter and
spring triticale hybrids using colchicine in anther cultures. Biuletyn IHAR, 276: 57-67.

Publikacja: Slusarkiewicz-Jarzina A., Ponitka A., Kaczmarek Z. 2014 (wydane w 2015). The
efficiency of the production doubled haploid spring triticale through anther culture. Zeszyty
Naukowe UP we Wroctawiu, Rolnictwo CIX, 605: 65-74.

Plakat: Slusarkiewicz-Jarzina A., Ponitka A., Pudelska H., Wozna J. 2015. Comparison of the
effectiveness of haploid and doubled haploid induction in anther culture of winter and spring
forms of triticale (x Triticosecale Wittm.). Streszczenie plakatu: BioTechnologia 96(1): 94.



publikacja%20Biuletyn%20IHAR%202015,%20276%20str.%2057-67.pdf
publikacja%20Zeszyty%20Naukowe%20UP%20Wrocław%202014,%20Rolnictwo,%20605%20str.%2065-74.pdf
publikacja%20Zeszyty%20Naukowe%20UP%20Wrocław%202014,%20Rolnictwo,%20605%20str.%2065-74.pdf
streszczenie%20plakatu%20BioTechnologia%202015,%2096(1)%20str.%2094.pdf
streszczenie%20plakatu%20BioTechnologia%202015,%2096(1)%20str.%2094.pdf

