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Zgodnie z harmonogramem kontynuowano badania nad zastosowaniem Kkolchicyny w
kulturach pylnikowych mieszancéw pszenzyta ozimego i jarego oOraz doswiadczenia dotyczace
kolchicynowania haploidéw w warunkach in vivo.”

Cele projektu:

1) Uzyskanie podwojonych haploidow z form mieszancowych pszenzyta ozimego i
jarego wybranych pod wzgledem komponentoéw cechujacych si¢ sklonnoscia do
androgenezy

2) Otrzymanie linii DH z mieszancoOw pszenzyta ozimego i jarego poprzez traktowanie
roslin haploidalnych roztworem kolchicyny w warunkach in vivo oraz wybor
optymalnych warunkéw podwajania liczby chromosomow.

Material i metody:

Materiat do$wiadczalny stanowity rosliny mieszancowe pszenzyta ozimego i jarego:
dwie formy ozime i dwie jare, w ktorych stwierdzono najwyzsza efektywnos$¢ indukowania
procesu androgenezy w 2015 roku (po jednej z Hodowli Roslin DANKO 1 Strzelce) oraz
osiem form ozimych i osiem jarych wybranych na podstawie ich pochodzenia i komponentow
niosacych cechg¢ sktonnosci do androgenezy (po cztery z Hodowli Roslin DANKO 1 Strzelce).

Ze wszystkich roslin mieszancowych pszenzyta ozimego i jarego $cinan0O pedy z
klosami zawierajacymi pylniki w stadium jednojadrowych mikrospor. Pedy umieszczano w
roztworze mikro i makroelementow wg pozywki N6 (Chu i in.1975) z dodatkiem 2,0 mg-dm'3
2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy), w temperaturze 4°C, przez 6 dni, w ciemnosci.
Pylniki izolowano w sterylnych warunkach i wytozono na pozywke indukujaca androgenezg,
wybrang na podstawie dwuletnich do§wiadczen: C17 (Wang, Chen 1983) zestalong agarozg z
dodatkiem 0,5 mg-dm™ kinetyny. 90 g-dm™ maltozy oraz 2.0 mg-dm™ 2,4-D oraz 1,0 mg/l
kolchicyny przez 24 godziny. Pylniki z pozywki zawierajacej kolchicyng przeniesiono na
pozywke C17 bez kolchicyny. Wszystkie kultury pylnikowe inkubowano w temperaturze
28°C, w ciemnosci. Z kazdej formy mieszancowej wylozono po okoto 3000 pylnikow -
tacznie okoto 60000 pylnikéw. Dla zregenerowania roslin wszystkie uzyskane struktury
androgeniczne przetozono po 30 sztuk na szalki o $rednicy 9 cm. Po 4 tygodniach kultur
pylnikowych uzyskane androgeniczne struktury przenoszono na pozywke regeneracyjng 190-
2 (Zhuang, Xu 1983) z dodatkiem 1,0 mg-dm™ kinetyny i 0,5 mg-dm® NAA (kwas L-
naftalenooctowy) oraz 30 g-dcm'3 sacharozy.

W 2015 roku najwyzsza efektywno$¢ uzyskiwania podwojonych haploidow w
procesie kolchicynowania androgenicznych struktur otrzymano na pozywce 190-2 z
dodatkiem 1,0 mg/l kolchicyny stosowanej przez 24 godziny. W celu zweryfikowania
ubiegtorocznych wynikow struktury uzyskane z 2 form ozimych i 2 jarych (wybranych ze
wzgledu na wysoka efektywnos¢ indukcji androgenicznych struktur w 2015 roku) wytozono
w rownej ilosci na pozywke regeneracyjng z dodatkiem kolchicyny i1 bez kolchicyny.




Po 24 godzinach struktury z pozywki z kolchicyng przeniesiono na pozywke
kontrolng. Wszystkie kultury androgenicznych struktur prowadzono w temperaturze 22°C, na
$wietle o natezeniu 80-100 pmol m? s przez 12 godzin na dobe. Poziom ploidalnosci
androgenicznych ro$lin pszenzyta ozimego i1 jarego badanO poprzez ocen¢ 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, rosngcych w ziemi w kontrolowanych warunkach. Efektywnos$¢ uzyskiwania roslin o
podwojonej liczbie chromosoméw zostata okreslona na podstawie ilosci otrzymanych
androgenicznych struktur i zregenerowanych roslin po poréwnaniu wpltywu pozywek —
indukcyjnej 1 regeneracyjnej, zawierajagcych kolchicyne z pozywkami kontrolnymi bez
kolchicyny.

W czerwcu 2016 roku, po uzyskaniu dojrzatosci roslin pszenzyta ozimego i jarego
otrzymanych w doswiadczeniach w 2015 roku zebrano ktosy z nasionami i na tej podstawie
oceniono efektywnos¢ uzyskania linii DH w wyniku zastosowania kolchicyny zaréwno w
kulturach pylnikowych (in vitro) jak réwniez w wyniku kolchicynowania haploidéw (in vivo).
Rosliny androgeniczne (1500 prob), otrzymane w kulturach pylnikowych w 2016 roku,
oznaczono przy pomocy analiz cytometrycznych i po oddzieleniu spontanicznie podwojonych
haploidow, poddano procesowi podwajania liczby chromosoméw poprzez kolchicynowanie w
warunkach wybranych na podstawie dwuletnich do§wiadczen.

1. Polowe otrzymanych ro$lin haploidalnych form jarych, po przycigciu korzeni na
dhlugo$¢ 2 cm, zanurzano do wysokosci 1,5 cm powyzej wezta krzewienia, w roztworze 0,05%
kolchicyny z dodatkiem 2% DMSO (dimetylosulfotlenek) oraz 25 mg-dm™ GA;s (kwas
giberelinowy), w temperaturze 25°C przez 6 godzin w temperaturze 25°C.

la. Potowe otrzymanych roslin haploidalnych form ozimych, po przycieciu korzeni na
dhugos¢ 2 cm, zanurzano do wysokosci 1,5 cm powyzej wezta krzewienia, w roztworze 0,1%
kolchicyny z dodatkiem 4% DMSO (dimetylosulfotlenek) oraz 25 mg-dm™ GA;z (kwas
giberelinowy), w temperaturze 25°C przez 6 godzin w temperaturze 25°C.

2. Druga potowg haploidow zaréwno jarych jak i ozimych poddano kolchicynowaniu na
pozywce regeneracyjnej poprzez dolanie 0,05% roztworu kolchicyny z dodatkiem 2% DMSO
(dimetylosulfotlenek) oraz 25 mg-dm™ GA; na 6 godzin w temperaturze 25°C, a nastepnie
rosliny zostaty wyptukane pod biezaca woda.

Uwzgledniajac wyniki do$wiadczen z 2014 i 2015 roku, po ptukaniu roslin pod
biezaca woda przez 24 godziny w celu usunigcia kolchicyny zastosowano dodatkowe
chtodzenie wszystkich ro$lin w temperaturze 2-4°C przez 5 dni. W biezagcym roku,
ostatecznie na podstawie wynikow z dwoch poprzednich lat, wybrano dla form jarych nizsze
stezenie kolchicyny i DMSO natomiast dla form ozimych dwukrotnie wyzsze st¢zenie obu
zwigzkow. Haploidy ozime charakteryzuja si¢ lepsza zywotno$cig 1 przezywalnoscig po
zastosowaniu kolchicyny w poréwnaniu z roslinami jarymi, a ponadto wyzsze stezenie
roztworu kolchicyny uzyte dla form ozimych wptywa na podwyzszenie procentu linii DH.
Nastgpnie wszystkie kolchicynowane rosliny wysadzono do doniczek z ziemia w celu
osiagniecia dojrzatosci.

Wyniki:

Wyniki doswiadczen dotyczacych zastosowania kolchicyny w pozywce C17 w
stezeniu 1,0 mg/1 przez 24 godziny potwierdzaja tratho$¢ wyboru stezenia i czasu stosowania
kolchicyny w pozywce indukujacej proces androgenezy. Na pozywce z dodatkiem kolchicyny
stwierdzono nieznaczny spadek indukcji androgenicznych struktur i regeneracji zielonych
roslin, zarowno w formach jarych jak 1 ozimych, w porownaniu z efektywnoscig na pozywce
bez kolchicyny. Efektywnos¢ uzyskiwania zarowno struktur jak i roslin byta réwniez zblizona



do ubiegtorocznych wynikow i1 wynosita $rednio okoto 80% androgenicznych struktur oraz
okoto 3,5% zielonych roslin.

W doswiadczeniu dotyczacym zastosowania kolchicyny w pozywce regeneracyjnej
190-2 (dla struktur androgenicznych), prowadzonym na 4 formach ozimych i 4 jarych,
stwierdzono prawie identyczng regeneracj¢ zielonych roslin na pozywce z dodatkiem
kolchicyny i bez kolchicyny tj. §rednio okoto 6,0% zarowno w formach ozimych jak i jarych.
Analizy cytometryczne 996 roslin pobranych z 10 genotypow ozimych i 504 roslin pobranych
z 10 genotypoéw jarych wykazaty, $rednio 28,5% podwojonych haploidow wsrdd roslin
ozimych oraz 33,7% ros$lin DH wsérod jarych. Ponadto odnotowano okoto 6,0% roslin
aneuploidalnych, zar6wno w formach ozimych jak i jarych.

Na podstawie badan prowadzonych w biezacym roku na 5 formach ozimych i 5
jarych, charakteryzujacych si¢ najwyzsza efektywnos$cig indukcji i regeneracji w kulturach
pylnikowych, stwierdzono ze zastosowanie kolchicyny w pozywce indukcyjnej znaczgco
wptyneto na uzyskiwanie podwojonych haploidéow. Porownujac efektywnos$¢ uzyskiwania
roslin DH z trzech r6znych warunkéw: (1) pozywka C17 bez kolchicyny oraz pozywka 190-2
bez kolchicyny; (2) pozywka C17 z kolchicyng oraz pozywka 190-2 bez kolchicyny; (3)
pozywka C17 bez kolchicyny oraz pozywka 190-2 z kolchicyng, stwierdzono najwyzszy
procent podwojonych haploidow zarowno w formach ozimych jak i jarych po zastosowaniu
kolchicyny w pozywce indukcyjnej C17, (Srednio okoto 40,0%; przy czym w zaleznosci od
genotypu 31,2-73,7% ozimych oraz 36,2-71,4% jarych,). Po dodaniu kolchicyny do pozywki
regeneracyjnej 190-2 otrzymano mniej roslin DH tj. $rednio okoto 35,0% (16,7-67,7%
ozimych oraz 18,6-52,9% jarych,), natomiast najmniej podwojonych haploidéw notowano w
warunkach kontrolnych — bez kolchicyny w obu pozywkach C17 i 190-2 ($rednio tylko 30,0%
(27,1-52,6 ozimych i 27,1-42,9 jarych).

Ogoétem z kazdego genotypu wytozono po okoto 3000 pylnikow (tacznie 60600), z
ktorych otrzymano 48362 androgenicznych struktur (79,8/100 pylnikow) oraz 2275 zielonych
ros$lin (3,8/100 pylnikéw) w tym: z 10 genotypoéw pszenzyta ozimego wytozono 31200
pylnikow 1 otrzymano 19864 andogenicznych struktur (81,0/100 pylnikéw) oraz 1386
zielonych roslin (4,4/100 pylnikow); z 10 genotypéw pszenzyta jarego wylozono 29400
pylnikow i otrzymano 23099 andogenicznych struktur (78,6/100 pylnikow) oraz 889
zielonych ro$lin (3,0/100 pylnikow).

Nalezy podkresli¢, ze rozwoj androgenicznych struktur i regeneracje zielonych roslin
zaindukowano we wszystkich badanych genotypach, jednakze efektywnos$¢ wahata si¢ od
24,5 struktur do 161,7/100 pylnikéw oraz od 0,3 do 10,3 roslin/100 pylnikow. Pomimo, ze
wystepowato znaczne zrdznicowanie w wydajnosci metody dla poszczegdlnych genotypow,
to $rednia efektywno$¢ indukcji androgenicznych struktur i regeneracji roslin byta podobna u
form ozimych 1 jarych 1 wynosita odpowiednio okoto 80,0% struktur i okoto 3,5% ros$lin/100
pylnikow.

Analiza efektywnosci indukowania procesu androgenezy i regeneracji roslin w
kulturach pylnikowych 2 form pszenzyta ozimego i dwoch jarego, badanych w 2015 i 2016
roku, wykazata powtarzalno§¢ wynikow w procesie indukcji struktur androgenicznych.
Natomiast efektywno$¢ regenerowania roslin réznita si¢ w dwoch kolejnych latach, w dwoch
formach byla znacznie wyzsza, a w dwoch pozostatych nizsza, jednak androgeniczne rosliny
otrzymano w obu sezonach.

Po uzyskaniu dojrzalo$ci roslin pszenzyta ozimego 1 jarego wysadzonych do ziemi W
2015 roku oceniono efektywno$¢ uzyskania linii DH w wyniku zastosowania kolchicyny w
kulturach in vitro oraz w warunkach in vivo. Ogotem z 643 roslin ozimych otrzymano 263
(40,9%) podwojonych haploidow, natomiast z 1150 roslin jarych otrzymano 535 (46,5%) linii
DH. Rosliny DH bardzo rzadko wytwarzaty klosy catkowicie wypetnione ziarnem, wigkszos$¢
ktoséw miata ziarniaki osadzone w sektorach klosa, a czasem tylko po kilka ziarniakow w



klosie. Stwierdzono, ze efektywno$¢ uzyskania podwojonych haploidow zarowno pszenzyta
ozimego jak i jarego byla nieco wyzsza gdy kolchicyne zastosowano w kulturach in vitro i
wynosita dla form ozimych $rednio 21,6% (w zaleznos$ci od genotypu od 9,1-50,0%) oraz dla
form jarych 24,2% (od 8,8-53,3%), w poréwnaniu z kolchicynowaniem w warunkach in vivo,
odpowiednio w formach ozimych — 19,3% (od 8,6-36,0%), oraz w jarych 22,3% (od O-
41,7%).

Analizujac wyniki z 2015 roku, dotyczace kolchicynowania haploidow in vivo oraz in
vitro, stwierdzono, ze najwiecej podwojonych haploidow wystepowato w warunkach B tj.
przy traktowaniu roslin na pozywce regeneracyjnej 0,05% roztworem kolchicyny przez 6
godzin z chlodzeniem w temperaturze 2-4°C przez 5 dni. Korzystniejsze bylo stosowanie
kolchicyny w warunkach in vitro w poréwnaniu z warunkami in vivo.

W 2016 roku zastosowano dwa warianty kolchicynowania haploidow, wybrane jako
najlepsze, na podstawie dwuletnich doswiadczen:

Dla form ozimych — wariant B (traktowanie ro$linek in vitro roztworem kolchicyny 0,1%
przez 6 godzin + chtodzenie) oraz wariant D (traktowanie roslin in vivo roztworem kolchicyny 0,1%
przez 6 godzin + chtodzenie)

Dla form jarych — wariant B (traktowanie ro$linek in vitro roztworem kolchicyny 0,05%
przez 6 godzin + chtodzenie) oraz wariant D (traktowanie ro$lin in vivo roztworem kolchicyny 0,05 %
przez 6 godzin + chtodzenie).

Kolchicynowanno 647 haploidow ozimych i 304 jarych wyodrgbnionych na podstawie
analiz cytometrycznych 1500 roslin. Rosliny haploidalne podzielono na 2 cze$ci i poddano
kolchicynowaniu w warunkach B i D. Pozostale rosliny (390 ozimych i 385 jarych)
nieoznaczone cytometrycznie kolchicynowano w warunkach D. Wszystkie rosliny po
kolchicynie rosng w szklarni, przy czym przezywalnos$¢ ich wynosi okoto 80%. Zakladajac
powtarzalno$§¢ wynikow w latach 2015 1 2016 dotyczaca efektywnosci uzyskania
androgenicznych struktur 1 roslin oraz linii DH, $cisle zwigzang z przezywalnos$cig roslin po
kolchicynie, przewiduje si¢ otrzymanie linii podwojonych haploidow pszenzyta ozimego 1
jarego na poziomie roku 2015 tj. okoto 50% w stosunku do wszystkich regenerantow.

Whioski:

1. W kulturach pylnikowych form ozimych i1 jarych w dwoch kolejnych latach
uzyskano podobng $rednig efektywno$¢ androgenicznych struktur, zielonych roslin
oraz linii DH, niezaleznie od badanych genotypow, co $wiadczy o
zoptymalizowaniu metody dla pszenzyta.

2. Najwyzsza efektywno$¢ otrzymywania podwojonych haploidow, zaré6wno w
formach ozimych jak i jarych w trzech kolejnych latach realizacji projektu,
stwierdzono po zastosowaniu kolchicyny w stezeniu 1,0 mg/l w pozywce
indukujacej proces androgenezy.

3. W wyniku kolchicynowania haploidéw in vivo najwiecej roslin DH zaréwno
ozimych jak i jarych uzyskano, gdy haploidy rosngce w pozywce regeneracyjne;j
traktowano 0,05% roztworem kolchicyny przez 6 godzin z dodatkowym
chlodzeniem przez 5 dni.

4. Ze wzgledow ekonomicznych wydaje si¢ korzystniejsze zastosowanie kolchicyny
w kulturach in vitro (w st¢zeniu 1,0%) zamiast traktowania roztworem kolchicyny
otrzymanych roslin zielonych w warunkach in vivo (w stezeniu 1000 mg/1).

5. Stwierdzono, ze jedynie suma podwojonych haploidow otrzymanych podczas
stosowania kolchicyny, na rdéznych etapach hodowli pylnikow oraz
kolchicynowanie in vivo haploidalnych roslin stwarza mozliwo$¢ wytwarzania
takiej ilosci linii DH, ktéra moze by¢ wykorzystywana w programach
hodowlanych.



6. Na podstawie wynikow z dwodch poprzednich lat mozna przypuszczaé, ze
efektywnos¢ uzyskania podwojonych haploidow w roku 2016 bedzie zblizona do
efektywnosci z 2015 roku, a mianowicie okoto 50-60% linii DH w stosunku do
kolchicynowanych regenerantow.

Materialy opublikowane:
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