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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.802.19.2018, Zadanie 85.

Badanie reakcji mikrospor zyta na stres 1 warunki
kultury in vitro

The study on rye microspore reaction to stress and in vitro culture conditions

Stowa kluczowe: androgeneza, in vitro, mikrospory, podwojone haploidy, regeneracja, zyto

Celem zadania jest: okreslenie wptywu zastosowanych stresoOw przeprogramowania
mikrospor 1 warunkow kultury (rodzaj pozywki) na indukowanie androgenezy,
jako$ciowa (rosliny zielone i albinotyczne) i ilo§ciowa regeneracj¢ roslin oraz okreslenie
alternatywnego do kolchicyny sposobu podwajania liczby chromosoméw wsrod
otrzymanych regenerantow. Zadanie obejmowalo 4 zagadnienia.

ZAGADNIENIE 1

Analiza wplywu réznych czynnikéw stresowych na indukcje androgenezy. Celem
badan bylo sprawdzenie zréznicowania reakcji mikrospor na 9 rodzajéw stresu
przeprogramowujacych ich rozwdj gametofitowy w Kkierunku sporofitowego
Potwierdzono znaczenie odpowiednio dobranego rodzaju stresu dla efektywnosci
indukowania androgenezy w kulturach pylnikéw zyta. Linie 5 i 8 zareagowaly wyraznie
lepiej w poréwnaniu do linii 6, niezaleznie od zastosowanego stresu. Wyraznie Zzle
reagowaty pylniki wszystkich genotypow na stres z zastosowaniem HNA w potaczeniu
zBAP i 2,4-D. Najlepsze wyniki dla linii 5 i 8 otrzymano w wyniku dzialania stresu
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4°C/21 dni oraz chlodzenia pedow z ktosami i ich prekultury w roztworze mannitolu
przez 7 dni/4°C. Obok chlodu istotne znaczenie miato zastosowanie, jako prekultury
mannitolu lub pozywki SolA (Corondaro i in., 2005). Uzyskane dane wskazujg, ze te
stresy byly najbardziej uniwersalne.

Roézna reakcja na zastosowane stresy stwarza konieczno$¢ zbadania i dostosowania
stresu do konkretnego genotypu. Uniwersalnym typem stresu jest chlodzenie pgdow
zklosami przez 21 dni oraz chtodzenie peddéw z klosami w potaczeniu prekulturag
pylnikow w roztworze mannitolu lub pozywce SolA.

ZAGADNIENIE 2

Zbadanie wplywu czynnikow stresowych i skladu pozywek na zjawisko

albinizmu regenerantéw. Celem prac bylo okreslenie mozliwosci ograniczenia

zjawiska albinizmu poprzez dobor stresu inicjujacego androgeneze oraz
modyfikacje skladu pozywek zastosowanych na etapie indukcji procesu

Poziom regeneracji wahat si¢ w granicach od 0 do ponad 20 ro$lin (zielone +
albinotyczne) na 100 wylozonych pylnikéw, w zaleznosci od genotypu, rodzaju stresu
i stosowanej pozywki. Wytypowano genotypy o wysokim potencjale regeneracyjnym
(linie 5 i 8) oraz takie, dla ktorych mozliwe bylo otrzymanie kilku ros$lin, tylko
w niektorych kombinacjach stresowych. Poziom albinizmu wahat si¢ od 0 do 10,5%,
w zaleznos$ci od rodzaju zastosowanego stresu i pozywki. Najwyzszy odsetek roslin
bezchlorofilowych, otrzymano dla stresow chiodu i chlodu + prekultura w mannitolu
w linii 5, zwlaszcza w kombinacji z pozywka KBP (Kumlehn i in. 2006). Dla linii 8,
po zastosowaniu stresu chtodu + prekultura na pozywce SolA regeneracja albinoséw byta
na zblizonym poziomie ok. 3,8% na obu badanych pozywkach (190-2 (Pauk i in. 1991)
i KBP). Zastosowanie pozywki KBP przyniosto wzrost wydajnos$ci regeneracji ro$lin, ale
nie wptyneto na zredukowanie zjawiska albinizmu.

Genotyp ma kluczowe znaczenie dla efektywnosci procesu androgenezy, regeneracji
roslin oraz poziomu albinizmu, niemniej jednak poprzez odpowiedni dobor warunkow
zewngtrznych mozliwe jest wptywanie na powyzsze parametry. Rodzaj stresu ma wpltyw
na liczb¢ roslin albinotycznych u konkretnych genotypow. Pozywka KBP istotnie
poprawia wydajno$¢ regeneracji ro$lin, dla niektorych genotypow i1 zastosowanych
stresow.

ZAGADNIENIE 3

Zbadanie wplywu ustalonego stresu, warunkow kultury i systemu podwajania

liczby chromosoméw na liczbe regenerowanych zielonych roslin. Morfologiczna

i cytometryczna charakterystyka oraz ocena poziomu plodno$ci otrzymanych

regenerantow

Odsetek osobnikéw diploidalnych po analizach cytometrycznych wynosit 72%. Nie
uwidocznit si¢ zwigzek pomiedzy czgstotliwoscig spontanicznej diploidyzacji a geno-
typem. Réznice w ogdlnym pokroju, intensywnosci wzrostu i rozwoju pomigdzy liniami
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w obrebie genotypu, obserwowano niezaleznie od zastosowanego czynnika stresowego.
Wystepowata duza rozpigto$¢ w liczbie wytworzonych pedow, dlugosci zdzbta oraz
dlugosci ktoséw. Okoto 5% linii odznaczato si¢ zréznicowaniem morfologicznym
obejmujgcym min. skrocenie zdzbta, sektorialne zmiany w budowie kltosa, zaburzenie
pokroju, trudnosci z wyktoszeniem, spowolniony wzrost, degeneracj¢ pylnikow, wysoki
udziat pylku sterylnego. Plodne rosliny stanowity od 16% do 75% dla roznych linii.
0d 30% do 60% osobnikéw wykazywalo czesciowa plodnosé. Czgsto ziarniaki byty
pomarszczone 1 mniejsze w poréwnaniu do tych z roslin donorowych, a efektywnos¢ ich
zawigzywania wynosita od 1 do 47/na ro$ling. Liczba nasion w klosie byta wyzsza
w wyniku swobodnego przypylenia.

Cytometryczna ocena diploidyzacji regenerantow wykonana wg Galbraith i in. (1983)
nie przeklada si¢ na plodno$§¢ oceniong na etapie pelnej dojrzalosci. Plodnos¢
regeneratow 1 efektywnos$¢ zawigzywania ziarniakow nie sg zwigzane z rodzajem stresu
indukujacego androgenezg.

ZAGADNIENIE 4

Ocena wplywu herbicydow antymitotycznych na podwajanie liczby

chromosoméw w kulturach in vitro — badania wstepne (drugi rok). Badania

obejmowaly przetestowanie wytypowanych w roku ubieglym inhibitor6w mitozy
na przezywalnos$¢ androgenicznych roslin

Odnotowano wysoka $miertelno§¢ wsrod mtodszych roslin (ok 2 cm) powodowana
toksycznym dziataniem antymitotykow, tj. 5 uM oryzaliny — Os oraz 10uM trifluraliny
— Tio. Negatywny wptyw stosowanych zwiazkow w tej grupie eksplantatow objawial si¢
zo0tknigciem, brazowieniem tkanek, w wyniku czego dalszy rozwo6j roslin ulegat
czgsciowemu spowolnieniu lub zahamowaniu — $miertelno$¢ regenerantow wzrastata
wraz z wydluzeniem czasu ekspozycji. Po zastosowaniu T, zamarlo 42,5% ecksplan-
tantow oraz prawie 50% w przypadku Os, podczas gdy w kontroli zaledwie 7%.
Natomiast w grupie starszych eksplantatow — tj. ukorzenionych roslin, nie znaleziono
powigzania miedzy liczba regenerantow, ktore przezyty/wypadly po wysadzeniu
do gleby, a rodzajem antymitotyku i czasem jego ekspozycji. Na etapie wysadzania
do gleby obserwowano zamieranie gtéwnie roslin rachitycznych, obecnych rowniez
w badaniu kontrolnym.

Przezywalno$¢ eksplantatow poddawanych dziataniu antymitotykow w formie
herbicydéw na pozywkach w warunkach in vitro jest zalezna od ich stadium
rozwojowego. Oryzalina wykazuje silniejsze dzialanie fitotoksyczne w poréwnaniu
do trifluraliny na etapie matych ro$lin. Spadek przezywalnosci regenerantow
wysadzonych do gleby nie jest spowodowany dziataniem substancji antymitotycznych.
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