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Projekt MRiRW, zadanie numer 84: Identyfikacja czynnikow determinujacych efektywnos¢
otrzymywania podwojonych haploidéw zyta (Secale cereale L.) metodami androgenezy
i krzyzowan oddalonych.

Dotacja MRiRW: HOR hn. 802.26.2017

Temat badawczy 1/2017: Optymalizacja warunkow kielkowania 1 regeneracji
zarodkéw/kalusow dla uzyskania roslin diploidalnych (DH) Zyta.

Temat badawczy 2/2017: Identyfikacja fizjologicznego podtoza warunkujacego efektywna
produkcje DH zyta

7 uwagi na wzrastajace zainteresowanie zytem w przemysle paszowym i spozywczym,
istotnym jest przyspieszenie hodowli tego zboza. Zastosowanie metod biotechnologicznych,
w tym haploidyzacja na drodze androgenezy, pozwala na szybkie wyprowadzanie nowych,
dostosowanych do potrzeb rynku rolnego odmian, stanowigc konkurencj¢ dla organizméw
genetycznie zmodyfikowanych. Zasadnicza trudno$¢ w opracowaniu protokotu efektywne;j
produkcji podwojonych haploidow DH zyta stanowi jednak zmienno$¢ genotypowa oraz
wrazliwos¢ roslin donorowych/eksplantow na warunki wzrostu i rozwoju. Dodatkowy problem
stanowig zahamowanie rozwoju zaindukowanych androgenicznych struktur zarodkowych (SA)
na wczesnym etapie kultury in vitro oraz nieprawidlowy przebieg czy nawet brak regeneracji
SA w rosliny. Z tych wzgledow, bardzo istotna jest identyfikacja czynnikow fizjologicznych
warunkujacych zwigkszong efektywnos$¢ haploidyzacji zyta w androgenezie na etapach
indukcji oraz regeneracji DH.

Celami nadrzednymi realizowanego w 2017 roku projektu byty: (1) optymalizacja
warunkow kietkowania i1 regeneracji zarodkow/kaluséw dla uzyskania roslin diploidalnych
(DH) zyta oraz (2) identyfikacja fizjologicznego podtoza warunkujacego efektywna produkcje
DH zyta.

Celami posrednimi byly: (1) ustalenie optymalnych warunkow indukcji i regeneracji
zarodkow/kalusow w procesie haploidyzacji zyta na drodze androgenezy, (2) Okreslenie, czy
stezenie glutationu w tkance wegetatywnej liScia flagowego koresponduje ze st¢zeniem
glutationu w pylnikach zyta izolowanych z klosow wstepnie traktowanych, (3) Okreslenie
zwigzku pomiedzy aktywnoscig wybranych enzyméw antyoksydacyjnych a podatnoscia/lub jej
brakiem na indukcje i/lub regeneracj¢ sporofitowego rozwoju gametofitu meskiego na etapie
wstepnego traktowania indukujgcego androgeneze w Kulturze pylnikow. (4) Okreslenie
zwigzku pomiedzy fragmentacja DNA in situ (inaczej programowang $miercig komorki PCD)
a podatnoscia/lub jej brakiem na indukcje sporofitowego rozwoju gametofitu meskiego
w kulturze zawiesinowej mikrospor.

Wybdr genotypdw zostat dokonany w oparciu o wyniki uzyskane w latach 2015-2016, na podstawie
ktorych wybrano szes¢ z 15 mieszancéw pokolenia F1 (samopylnego oraz obcopylnego) zyta
ozimego (Secale cereale L, ssp. cereale) udostgpnionych przez polskie spotki hodowli roslin.
Wybrane genotypy zostaly scharakteryzowane, jako istotnie roznigce si¢ podatnoscig na haploidyzacje
I pogrupowane w taki sposob, aby w kazdej z trzech wytypowanych kategorii: 1. Genotypy podatne na
indukcje androgenezy, 2) Genotypy $rednio podatne na indukcje androgenezy, 3) Genotypy oporne na
indukcje¢ androgenezy, znalazly si¢ jeden (do badan nad PCD) lub dwa (do badan nad efektywnosciag
androgenezy, zawartosci glutationu czy aktywno$ci enzymatycznej) z dotychczas przebadanych
15 mieszancow.

Scharakteryzowano efektywno$¢ procesu haploidyzacji w procesie androgenezy (kultury
pylnikowe oraz izolowanych mikrospor) na etapie indukcji i regeneracji DH.



Zoptymalizowano warunki indukcji haploidalnych zarodkéw zyta, co przyczynilo si¢ do
poprawy efektywnos$ci indukcji procesu androgenezy, przede wszystkim w kulturach
pylnikéw. Wykazano, ze problem ze stabg efektywnoscig haploidyzacji jest zwigzany z niska
przezywalnos$cig mikrospor we wczesnym stadium rozwoju sporofitowego w kulturze in vitro,
ktorg to mozna podnies¢ poprzez wprowadzenie modyfikacji (tagodzenie silnego stresu
oksydacyjnego wyotanego mannitolem) juz na etapie wstepnego traktowania. Czynnikiem,
ktory decydowal o przebiegu kultury w przedstawianych do$§wiadczeniach byta interakcja
pomiedzy genotypem i traktowaniem wstepnym ktosOw oraz interakcja pomiedzy genotypem,
traktowaniem wstepnym klosow oraz rodzajem zastosowanej pozywki indukcyjnej. Wykazano,
ze zaproponowane modyfikacje pozywek 190-2 (Wang i Hu 1984) indukcyjnych i regeneracyjnych
(z arabinogalaktanami i weglem aktywowanym lub zwiazkami miedzi CuSOs 5H20) w kulturach
pylnikow zyta pozwalajg na podniesienie efektywnosci parametrow indukcji AS/SP 1 regeneracji Rtotal
u 6/6 linii wszystkich trzech kategorii w kontekscie podatnosci na androgeneze. W przypadku kultur
zawiesinowych mikrospor, zastosowanie inhibitorow PCD in vitro, pozwolito na przetamanie
opornosci u linii opornych i niemal 8-krotne podniesienie efektywnosci procesu u linii podatne;.

Ponadto, okreslono, jakie st¢zenie glutationu w tkance wegetatywnej liscia flagowego
koresponduje ze stezeniem glutationu w pylnikach zyta izolowanych z kloséw wstepnie
traktowanych. Na podstawie uzyskanych wynikow, dowiedziono, ze u zyta, jako gatunku
opornego na indukcj¢ androgenezy, wymagajacego Silnego stresu oksydacyjego dochodzi do takich
zmian w stezeniu zredukowanego (GSH) i utlenionego (GSSG) glutationu, ktore to rdznicujg
linie oporne od linii podatnych i §rednio podatnych na androgenezg.

W badaniach polegajacych na oznaczaniu aktywnosci enzymow szlaku glutationowego Wykazano, jak
aktywowany jest system antyoksydacyjny w pylnikach zyta wyizolowanych z klosoéw poddanych traktowaniu
wstepnemu. Pokazano zalezno$ci pomiedzy liniami, traktowaniami klosow a aktywnoscia komorkowego
systemu antyoksydacyjnego. Przedstawiono trojsktadnikowos¢ systemu enzymatycznego odpowiadajacego
za rozkladanie, czyli ,,zmiatanie” wolnych rodnikéw ROS. Okreslono zaleznosci pomiedzy efektywnoscia
procesu androgenezy w kulturze pylnikéw szesciu linii Zyta na etapie indukcji i regeneracji a sktadowymi,
Zmiennymi pierwotnymi i przypadkami opisujacymi aktywnosci badanych enzymow.

W doswiadczeniu poswieconym analizie fragmentacji DNA in situ (inaczej programowang
$miercig komorki PCD) w kontekscie podatnosci/lub jej braku na indukcje sporofitowego rozwoju
gametofitu megskiego w kulturze zawiesinowej mikrospor, wyjasniono przyczyne wysokiej
$miertelnosci mikrospor. Stwierdzono, ze na skutek uszkodzenia jader komoérkowych poprzez
fragmentacjg DNA w procesie programowanej $mierci komorki (PCD), obnizeniu ulega
zywotnos¢ mikrospor poddawanych indukcji androgenezy na etapie wstgpnego traktowania
ktoséw oraz zahamowany zostaje rozwoj struktur androgenicznych na etapie kultury in vitro.
Jako, ze PCD powoduje peknigcia DNA w jadrach komorkowych, wykorzystano do badan
znakowane fluorochromem nukleotydy wbudowywane w miejscu peknig¢ DNA. O stopniu
uszkodzenia informowata wzgledna intensywnos$¢ fluorescencji. Z uwagi na fakt, ze
zaproponowane traktowania wstepne kloséw podnosza zywotno$¢ mikrospor, a problem
Z obumieraniem zaindukowanych w duzej liczbie zarodkéw androgenicznych znaczaco
limituje efektywno$¢ catego procesu androgenezy, zaproponowano analize PCD, nie tylko
w uzyskanych w wyniku izolacji —mikrosporach ale rowniez W powstatych in vitro
zarodkowych strukturach androgenicznych SA.

Test TUNEL w catej tkance ‘whole mount’ zarodkow androgenicznych zyta pozwolil na oceng
jakosci SA. Wykazano obecnos¢ licznych jader pozytywnie wyznakowanych w kierunku PCD,
ktorej uruchumienie powodowato obumieranie SA a w konsekwencji brakregeneracji roslin.



