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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.15.2018, Zadanie 84.

Identyfikacja czynnikow determinujacych
efektywnos$¢ otrzymywania podwojonych haploidow
zyta (Secale cereale L.) metodami androgenezy
1 krzyzowan oddalonych

Identification of factors determining the efficiency of doubled haploids production
in rye (Secale cereale L.) through androgenesis and distant crosses

Stowa kluczowe: androgeneza, glutation, haploidy, krzyzowania oddalone, programowana $mier¢
komorki, zyto

Celem nadrzgdnym proponowanego projektu bylo okreslenie przyczyn braku
podatnosci oraz identyfikacja czynnikdw warunkujagcych przelamanie barier haplo-
idyzacji zyta z wykorzystaniem dwoch metod: androgenezy w kulturach pylnikow i izolo-
wanych mikrospor oraz krzyzowan oddalonych zyta z kukurydza (Secale cereale L. ssp.
cereale x Zea mays L.). Celami posrednimi byty: (1) wybor optymalnej metody indukcji
haploidalnych zarodkéw zyta (androgenezy i/lub krzyzowan oddalonych), (2) ustalenie
optymalnych warunkoéw kietkowania i regeneracji zarodkow/kalusow dla uzyskania na
drodze androgenezy i/lub krzyzowan oddalonych roslin diploidalnych (DH) zyta, (3)
identyfikacja fizjologicznego podtoza warunkujgcego efektywna produkcje DH Zyta.
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Wyznaczone cele realizowane byty etapami:

— Temat badawczy 2015-2018: Ocena efektywno$ci haploidyzacji zyta metodami
androgenezy w kulturach pylnikéw 1 izolowanych mikrospor oraz krzyzowan
oddalonych z kukurydza.

— Temat badawczy 2015-2016: Okreslenie odpowiedniej fazy rozwoju gametofitu oraz
optymalizacja warunkow indukcji haploidalnych zarodkow zyta w wybranej w Zbl
metodzie.

— Temat badawczy 2016-2017: Optymalizacja warunkow kietkowania i regeneracji
zarodkow/kaluséw dla uzyskania roslin diploidalnych (DH) Zyta.

— Temat badawczy 2017-2018: Identyfikacja fizjologicznego podtoza warunkujacego
efektywng produkcje DH zyta.

Przeprowadzone badania nad haploidyzacja genomu wykonano na mieszancach
pokolenia F; (samopylnego oraz obcopylnego) zyta ozimego (Secale cereale L, ssp.
cereale) udostepnionych przez polskie spotki hodowli roslin. Testowano metody:
androgenezy w kulturach pylnikéw i izolowanych mikrospor oraz krzyzowan oddalonych
zyta z kukurydza.

Scharakteryzowano testowane techniki haploidyzacji w indukcji zarodkéw (kultury
pylnikowe, izolowanych mikrospor oraz krzyzowan oddalonych z kukurydza) i wybrano
najbardziej efektywna metodg. Na tej podstawie dokonano selekcji genotypdéw skrajnie
zroéznicowanych pod wzgledem podatnosci na haploidyzacje, ktore wykorzystano
nastgpnie, jako obiekty modelowe w badaniu fizjologicznego podtoza indukcji i regene-
racji DH zyta na dalszych etapach projektu. W ramach zadan badawczych okreslono: (1)
optymalng faze¢ rozwoju gametofitu zenskiego do indukcji haploidalnych zarodkow zyta
w metodzie krzyzowan oddalonych. Wykazano, ze na efektowno$¢ metody krzyzowania
oddalonego u zyta ma wptyw przede wszystkim genotyp, okres pomig¢dzy kastrowaniem
a zapylaniem (4 lub 6 dni) oraz rodzaj stosowanej auksyny (Marcinska i in., 2018); (2)
optymalng fazg rozwoju gametofitu meskiego do indukcji haploidalnych zarodkow zyta
w androgenezie. Wykazano wptyw genotypu roslin macierzystych i rodzaju wstepnego
traktowania ktosow na zywotnos$¢ oraz na $rednig ilo$¢ poszczegoélnych typoéw komorek,
bedacych w optymalnym stadium do =zainicjowania androgenezy (w stadium
jednojadrowym) oraz komorek inicjujacych rozwoj sporofitowy (po symetrycznym
podziale) w dniu izolacji z klosow; (3) warunki kietkowania i regeneracji
zarodkow/kaluséw dla uzyskania ro$lin diploidalnych (DH) zyta. Wykazano wplyw
zastosowanej pozywki indukcyjnej i1 regeneracyjnej na efektywnos$¢ androgenezy; (4)
zidentyfikowano fizjologiczne podloze warunkujace efektywna produkcje DH zyta.
Wykazano, ze na podatno$¢ na indukcje androgenezy ma wplyw endogenne stezenie
glutationu w tkance wegetatywnej liscia flagowego i w pylnikach. Przedstawiono, na
podstawie analizy aktywno$ci enzymow szlaku glutationowego, jak aktywowany jest
system antyoksydacyjny w pylnikach wyizolowanych z ktosow poddanych traktowaniu
wstepnemu w odniesieniu do efektywnos$ci indukcji androgenezy i regeneracji.

Czynnikami, ktore bardzo czgsto decydowaty o przebiegu kultury w przedstawianych
doswiadczeniach byly (1) genotyp ro$liny macierzystej, (2) interakcja pomig¢dzy
genotypem i traktowaniem wstepnym kloséw oraz (3) interakcja pomigedzy genotypem,
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traktowaniem wstepnym klosé6w oraz rodzajem zastosowanej pozywki indukcyjnej
i regeneracyjnej. Wykazano, ze genotypowe uwarunkowanie podatnosci na androgenezg
zalezy od wydajnosci system antyoksydacyjnego, w tym endogennego stezenia glutationu
oraz aktywnosci badanych enzymoéw metabolizujacych ten niskoczasteczkowy
antyoksydant (Zielinski i in., 2017, 2018 a,b).

Zastosowane modyfikacje traktowania wstgpnego klosow (niska temperatura, stres
osmotyczny, tagodzenie stresu oksydacyjnego lacznie z chemiczng modyfikacja
aktywnos$ci enzymu metabolizujgcego glutation) podtrzymywaly zywotnos¢ komorek
oraz chronity DNA jadrowe w mikrosporach przed fragmentacjg (Zielinski i in., 2017,
2018c). Dodatkowo, optymalizacja sktadu pozywek na etapie indukcji (glutamina,
arabinogalaktany, zwigzki miedzi, wegiel aktywowany, phytagel) 1 regeneracji
(arabinogalaktany, zwigzki miedzi) istotnie wplyneta na indukcje procesu androgenezy
oraz regeneracj¢ roslin DH zyta z uzyskanych struktur androgenicznych. Zaproponowane
w projekcie warunku kultury in vitro (w kulturach pylnikow oraz izolowanych
mikrospor) poskutkowaly przetamaniem opornosci/podniesieniem efektywnos$ci
parametrow indukcji AS/SP i regeneracji Ry u wszystkich linii. W przypadku kultur
zawiesinowych mikrospor, istotnym okazato si¢ zastosowanie inhibitorow PCD in vitro,
co pozwolito na przetamanie opornosci u linii opornych i kilkukrotne podniesienie
efektywnosci procesu indukcji androgenezy u linii podatne;j.

Analiza cytologiczna oraz molekularna, uzyskanych w kulturach pylnikow i izolo-
wanych mikrospor zarodkdéw, pozwolita na czeSciowe znalezienie przyczyny niskiej
efektywnosci procesu androgenezy. Zilustrowano, ze przyczyna nieprawidlowosci
rozwoju zarodkéw androgenicznych u zyta jest nie tylko fragmentacja DNA, ale takze
aktywnos$¢ proteolityczna enzymow PCD, w tym kaspazy 1.
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