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Temat badawczy 1 (2021): Screening podatnosci na indukcje procesu
embriogenezy mikrospor polskich materiatéw pszenicy zwyczajnej

Celem badan byto okreslenie stopnia podatnosci na indukcje procesu embriogenezy
mikrospor (EM) materiatbw hodowlanych pszenicy zwyczajnej otrzymanych od
gtownych, polskich hodowcéw tego gatunku: Danko Hodowla Roslin Sp. z 0.0,
Poznanska Hodowla Roslin Sp. z o0.0., Matopolska Hodowla Roslin Sp. z o0.0., Hodowla
Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR.

Analizowano wptyw :
» cech genotypowych
s warunkow wzrostu i rozwoju roslin donorowych

X/

% metody kultury in vitro

D)

*0

jako czynnikow modyfikujgcych:

s zywotnos¢ mikrospor,

% efektywnosé indukcji EM

+ zdolnos¢ do regeneracji roslin

Wykorzystano metody kultur pylnikowych (KP) na pozywkach statych i ptynnych oraz kultur
izolowanych mikrospor (KIM) standardowo stosowane w laboratoriach obu jednostek
naukowych realizujgcych zadanie (IFR PAN i KGHR UP)

Cel zadania badawczeqgo 1 zostat osiagniety




Materiaty i Metody

1. W badaniach wykorzystano 5 linii mieszancowych
F, (CH1, MHR, K20290, K393 i SM IHAR) i 5
linii/odmian modelowych (Pavon, PO19, POZ20,
KGHR1 i wymiennie KGHR2/DH150/DH1). Rosliny
donorowe rosty w warunkach polowych (P), w
komorze szklarniowej (KS) lub fitotronowej (KIl).

2. Sciete klosy umieszczano w 4°C na 7-14 dni (KP
wg KGHR UP) lub w 4°C na 7-21 dni a nastepnie na
1-2 dni w 0,4 mol/l mannitolu (MAN) w 32°C (KIM i
KP wg IFR PAN).

3. Wyizolowane pylniki/mikrospory przenoszono na
pozywki indukcyjne: C17, , statg lub ptynng (KP)
lub KBP;,,q (KIM) i,hodowano” w ciemnosci w 26°C.
4. Uzyskane struktury zarodkopodobne (ELS)

pasazowano na pozywki regeneracyjne (Ms,., — KP
I KBP4P, KANB — KIM) oraz ukorzeniajgcg (1/2 MS)

5. Zregenerowane rosliny zielone wysadzono do gleby

Analizowano:

s faze rozwojowg mikrospor (barwienie
acetokarminem lub DAPI)

zywotnos¢ mikrospor (barwienie FDA)
efektywnos¢ indukciji EM [%SLS; ELS/ktos]
efektywnos¢ regeneraciji roslin zielonych i
albinotycznych [ZR/ktos; AR/kfos]

% poziom ploidalnosci regenerantow (analiza

cytometryczna)

/7 /7 /7
0’0 0’0 0’0

Fig.1l. Schemat procedury indukcji EM w KP/KIM

1. Wzrost roslin donorowych

(P, KS,KI)
-

2. Wstepne traktowanie kltosow |\l
4°C/4°C+MAN 32°C -

Analiza fazy rozwojowe]
i zywotnosci mikrospor

-

3. Izolacja pylnikéw/mikrospor i
pasaz na pozywki indukcyjne

Analiza efektywnosci indukcji
EM [ELS/ktos]

e an

4. Pasaz ELS na pozywke
regeneracyjna, a nastepnie
ukorzeniajaca

Analiza efektywnosci
regeneracji roslin [ZR, AR/klos]

e o

5. Pasaz do warunow ex vitro

Analiza poziomu
ploidalnosci roslin

K20290
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Wyniki — kultury izolowanych mikrospor (metodyka IFR PAN):

1. Wykazano, ze moment osiggniecia stadium rozwoju mikrospor optymalnego dla indukcji EM (Fig.2a)
zalezy od genotypu i warunkow wzrostu roslin donorowych. Za odpowiedni parametr morfologiczny uznano
potozenie wierzchotka ktosa (W) w pochwie lisciowej wzgledem odlegtosci (H) pomiedzy podstawg liscia

LPF

Fig.2a

flagowego i podstawg lici poprzedzajgcego lis¢ flagowy (Fig.2b).
Linia/Odmiana P KS !
Mieszancowe linie hodowlane F1 (H)
Parametr ten wynosit: 2/3-3/4H dla SM IHAR 1/2 2/3 12 - 2/3
roslin  rosngcych warunkach MHR 2/3 - 3/4 2/3 - 3/4 2/3 - 3/4
polowych (P) i komory szklarniowej CHi od 1/2 do 2/3 23
(KS) oraz 1/2-3/4H dla komory K393 1/2-0 3/4 213
fitotronowej. K20290 od 2/3 2/3 - 3/4 1/2
Linie/odmiany modelowe (H)
Pavon 3/4 3/4 3/4
150DH 2/3 3/4 1/2
KGHR2 3/4 3/4 2/3 - 3/4
PO19 2/3 2/3 - 3/4 1/2
PO20 2/3 2/3-3/4 1/2

Fig.2b

2. Wykazano, ze zywotnos¢ mikrospor warunkowana jest przez cechy genotypowe i warunki wzrostu roslin
donorowych (Fig.3a). Wyzszg zywotnoscig (0 10-20%) mikrospor charakteryzowaty sie rosliny rosngce w
warunkach kontrolowanych (KS, Kl) w stosunku do warunkoéw polowych (P; Fig.3b). W warunkach KS
zywotnos$¢ mikrospor w najwyzszym zakresie (70-99%) stwierdzono u potowy badanych linii/odmian (Fig.3c).
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3. Wykazano, ze efektywnos¢ indukcji EM okreslona frekwencjg tembriogennych mikrospor zw. star-like
structures (SLS) oraz mikrospor po pierwszym symetrycznym podziale jgdra zalezy od genotypu oraz
warunkow wzrostu i rozwoju roslin donorowych.

4. Wstepnym, krytycznym warunkiem indukcji EM byt poziom zywotnosci mikrospor przekraczajacy 55%
0golnej liczby mikrospor w zawiesinie.

5. Frekwencja SLS wynosita od 0-100% w zawiesinie mikrospor z roslin rosngcych w warunkach
kontrolowanych (KS, Kl) oraz 0-24% w zawiesinie mikrospor z roslin rosngcych w warunkach polowych (P).
Jednak, nawet bardzo wysoka frekwencja SLS w poczagtkowej fazie kultury in vitro nie zapewnita wysokiej
koncowej efektywnosci EM i uzyskania zielonych regenerantow. Poczgwszy do 7 dnia kultury in vitro
obserwowano stopniowe zamieranie ELS, najczesciej w stadium globularnym (Tabela 1).

Tabela 1. Wptyw warunkéw wzrostu roslin donorowych na efektywnos¢ uzyskiwania ELS w kulturach izolowanych mikrospor
linii mieszancowych F, i linifodmian modelowych pszenicy. Obserwacje mikroskopowe po 7, 14 i 28 dniach kultury in vitro.

7

14

28

Linia
P KS KI P KS K1 P KS KI
150DH brak brak brak brak brak brak brak brak brak
MHR brak brak brak brak brak brak brak brak brak
SM THAR wielokomerkowe i brak brak lizne ELS kontymngace brak brake liczne ELS kontynuujace brak brale
. TOZWOj TOZW
pojedyncze ELS
KGHR2 brak brak brak brak brak brak brak brak brak
pojedyncze soukmry adv ELS: pojedyncze srukiury edvncze ELS: pojedyncze strukiury e FLS:
CHI1 brak wielokomorkowe; pojedyneze C brak wielokomdrkowe; pajedy . brak widokomariowe; poeamee C
. zahamowane W rozwoj i . zahamowans W I0Zwojl . zahamowans W rozwojl
zahamowane W rozwoji1 ZAhamOWans wrozZwojil zahamowane W roZwoj11
K20290 brak brak brak brak brak brak brak brak brak
K303 brak brak brak brak brak brak brak brak brak
liczne struldury pojedvncze strukctury e _]T:J_“S; IS po §d}nczn m liczne ELS; zahamowane w poy t.ed}ncze m
PO19 - . brak . . rozwo] 1 zahamowane w brak wielokomorkowe; . brak wielokomorkonwe;
wielokomorkowe wielokomorkowe . . TOZWOjU .
TOZWOj L zahamowans W I0Zwojl zahamowans W rozZwojl
liczne strulkdury liczne stuktury pojedyncze strukctury lizne ELS kontyrugjace  liczne wielokomorkowe; po ?d} i Bczne ELS; zahamowane w  lizne wielokomorkowe; poy t.ed}ncze - )
Pavon . . R X X . - X wielokomorkowe; R Rk wielokomdrkowe;
widokomoricowe widokomarkowe wielokomarkowe TOZWO] zahamowans WroZwojik . TOZWOL zahamowane W roZwoj i .
zahamowans W I0ZwojL zahamowans W rozZwojlk
. . . ) pojedyncze strukctury . . § L . . . § . .
PO liczne wielokomorkowe: widoko — sk lizne ELS; zahamowane w pojedyncze ELS; ek liczne ELS; zahamowane w pojedyneze ELS;

zahamowane W rozwoj i

zahamowans W rozwoju

TOZWOj

zahamowans W roZwojl

TOZWOI

ZahamoWwans W roZwojlk




Wyniki — kultury pylnikowe (metodyka KHGR UP):

1. Wykazano, ze efektywnos¢ indukcji EM [ELS/ktos] zalezy od genotypu oraz warunkéw wzrostu roslin
donorowych. ELS uzyskano tylko z pylnikdw izolowanych z ktoséw roslin rosngcych w warunkach polowych.
llos¢ uzyskanych ELS byta wyzsza zwtaszcza w przypadku jarych materiatdw modelowych (srednio 10,0
ELS/ktos dla KGHR1 i KGHR2) w stosunku do badanych linii mieszancowych F1 (Srednio 1 ELS/ktos).

2. Regeneracje roslin zielonych (0,2-1 ZR/ktos) uzyskano dla dwdch linii mieszancowych (MHR, SM IHAR)
oraz czterech liniifodmian modelowych ( 0,2-6,1 ZR/ktos).

3. Ws$rod regenerantow uzyskano niewielkg ilos¢ roslin albinotycznych (max. 0,8 AR/ktos).
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4. Wykazano istotny wptyw typu pozywki indukcyjnej na efektywnos¢ EM i regeneracje roslin zielonych (Fig.5-
6). Istotnie wyzsze parametry: ELS/ktos (1,9 versus 0 dla linii mieszancowych F1 i 9,9 versus 1,4 dla materiatow
modelowych) oraz ZR/ktos (0,6 versus 0 dla linii mieszancowych F1 i 2,2 versus 0,7 dla liniifodmian modelowych)
uzyskano na ptynnej pozywce indukcyjnej (Tabela 2).

R F PPI Tabela 2. Wptyw pozywki indukujgcej na efektywnosc¢
ZPI indukcji EM oraz regeneracji roslin u badanych linii

mieszancowych F; oraz liniifodmian modelowych pszenicy

ELS — rosnacej w warunkach po'owych

0 50 100 150 200 250 300 350 400 ELS/klos 7ZR/Klos

Genotyp ZPI PPI ZPI PPI

Fig.5. Efektywnosc¢ indukcji EM oraz regeneraciji roslin dla Mieszaricowe linie hodowlane

badanych linii mieszancowych F, oraz linii/odmian modelowych

pszeni)c/:y rosngcej w warun)liach 1polowych. " CHI 0,0 0.7 0,0 0,0

ELS — suma uzyskanych struktur zarodkopodobnych; ZR — suma K20230 0,0 0.8 0,0 0,0

uzyskanych roslin zielonych; ZR — suma uzyskanych ro$lin K393 0,0 2,0 0,0 0,0

albinotycznych; ZPI — zestalona pozywka indukcyjna; PPI — ptynna MHR 0,0 3,2 0,0 2,0

pozywka indukcyjna SM IHAR 0,0 3,0 0,0 0,8
Srednia 00 19 0,0 0,6
Linie/odmiany modelowe
PO19 0,0 1,7 0,0 0,0
PO20 0,2 2,8 0,0 0,3
DH1/1 0,0 11,7 0,0 1,0
KGHR1 4,5 14,2 3,0 9,2
KGHR2 2,5 19,0 0,7 0,5

Fig.6. Indukcja EM i regeneracja roslin w kulturach pylnikowych Srednia 14 9.9 0,7 2.2

badanych linii mieszancowych F, oraz linifodmian modelowych
pszenicy.



Wyniki — kultury pylnikowe (metodyka IFR PAN):

1. Efektywnos¢ indukcji EM w kulturach pylnikowych badanych linii mieszancowych i liniifodmian modelowych
byta uzalezniona od cech genotypowych i wyniosta 0-10,3 ELS/ktos (Fig.7). Najwyzszg efektywnos¢ uzyskano
dla linit modelowej 150DH na ptynnej pozywce indukcyjnej (PPI).
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Fig.7. Wplyw genotypu roslin donorowych i typu pozywki
indukcyjnej na efektywnosc¢ indukcji EM oraz regeneraciji roslin u
badanych linii mieszancowych F; oraz liniifodmian modelowych
pszenicy. ELS/ktos - iloé¢ struktur zarodkopodobnych w
przeliczeniu na jeden ktos; ZPI — zestalona pozywka indukcyjna;
PPI — ptynna pozywka indukcyjna

Fig.8. Kultury pylnikowe linii mieszancowych F,
oraz linii/odmian modelowych pszenicy na
pozywce ptynnej (a,b) i statej (c,d) w dniu izolaciji
i po 8 tyg. kultury in vitro (e,f).



2. Regeneracje roslin zielonych uzyskano dla wszystkich badanych linii mieszancowych (CH1, K20290,
K393, SM IHAR i MHR) oraz dla 3 liniifodmian modelowych (Pavon, KGHR2 i 150DH). Efektywnos¢ procesu
byta niska i w przypadku linii mieszancowych dotyczyta roslin rosngcych w warunkach polowych (P, Tabela 3).

3. Spontaniczne podwojenie liczby chromosomoéw uzyskano dla 1/3 zregenerowanych roslin.
Tabela 3. Wptyw genotypu, warunkéw wzrostu roslin donorowych i pozywki

indukujgcej na efektywnosé regeneracji roslin u badanych linii mieszancowych F;
oraz linii/odmian modelowych.

Genot Warunki wzrostu Pozywka ZR/ktos
yp roslin donorowych indukcyjna | (Sredniax Sy)
Linie mieszancowe F1
P ZPI 0,75 £ 0,25
CH1 PPI 0,25 £ 0,02
P ZPI 0,42+0,2
K20290 PPI 0,25%+0,2
K393 | P PPI 0,17 £ 0,17
MHR | P ZPI 0,1+0,1
SM IHAR | P ZPI 0,75+ 0,25
Linie/lodmiany modelowe
Pavon P ZPI 5005
Kl PPI 40+£04
KS ZPI 15+0,1
KGHR2 Kl ZPI 0,5+01
150DH | KS PPI 0,5+01
—— - Fig.9. Regeneracja roslin w kulturach pylnikowych
~ badanych linii mieszarncowych F, oraz linii/odmian
modelowych pszenicy.
Ll Fig.10. Przyktadowe cytogramy uzyskanych regenerantow.
- a) Roslina haploidalna (n); b) Roslina dihaploidalna (2n)



Podsumowanie

W pierwszym roku realizacji zadania:

Okreslono parametr morfologiczny ktoséw korelujgcy z optymalnym do indukcji EM stadium rozwoju
mikrospor.

Oszacowano zywotnos¢ mikrospor oraz efektywnos¢ indukcji procesu embriogenezy |
regeneracji roslin w kulturach izolowanych mikrospor i kulturach pylnikowych prowadzonych metodami
standardowymi dla IFR PAN i KGHR UP. Wykazano istotny wptyw czynnikow genotypowych, warunkow
wzrostu i rozwoju roslin donorowych oraz pozywki indukcyjnej.

Wykazano, iz potencjalng przyczyna opornosci badanych linii mieszancowych w kulturach
izolowanych mikrospor jest zamieranie struktur zarodkopodobnych na etapie zarodka globularnego.

Wykazano, iz pomimo nizszej zywotnosci mikrospor, koncowa efektywnos¢ EM byta najwyzsza w
kulturach pylnikowych roslin rosngcych w warunkach naturalnych.

Wykazano, iz spontaniczne podwojenia genomu wystepujg u ok. 30% zregenerowanych roslin.

WhniosKki

Przeprowadzone w ramach projektu badania potwierdzity, Zze linie mieszancowe polskich firm
hodowlano-nasiennych charakteryzuje niska podatnosc na indukcje procesu EM, w kulturach
pylnikowych i w kulturach izolowanych mikrospor prowadzonych wg. standardowej metodyki.

Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita na identyfikacje czynnikéw warunkujacych
efektywnos¢ procesu oraz potencjalnych przyczyn opornosci badanych linii mieszancowych.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze podniesienie efektywnosci EM badanych linii mieszancowych
pszenicy jest mozliwe, pod warunkiem optymalizacji parametrow stresu indukujgcego proces EM
oraz parametrow kultury in vitro.




