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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.802.8.2018, Zadanie 101.

Transfer cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci
poprzez somatyczng hybrydyzacj¢ u marchwi

Transfer of cytoplasmic male sterility through somatic hybridization in carrot

Stowa kluczowe: bialka fluorescencyjne, elektrofuzja protoplastow, inaktywatory genomow
organellowych i jadrowego, wczesna selekcja cybryd, utrwalenie wariantow
allelicznych

OPRACOWANIE MARKEROW DNA PRZYDATNYCH DO IDENTYFIKACJI FORM
CYBRYDOWYCH ORAZ STABILIZACJA GENETYCZNA I SELEKCJA FORM
DONOROWYCH

Celem tematu bylo: (1) uzyskanie korzeni wysadkowych potomstw z samozapylenia
roslin megskoptodnych wyselekcjonowanych w poprzednim roku badan, (2) produkcja
nasion donora 1 akceptorow CMS do wykorzystania w eksperymentach fuzji
protoplastow, (3) weryfikacja obecnosci i1 utrwalenia pozadanych markerowych
wariantow allelicznych w partiach nasion donora i akceptorow CMS oraz (4) weryfikacja
plazmotypow reprezentowanych przez partie nasion donora i akceptorow CMS.

Opis wynikéw

Dla badanych sublinii poszukiwano markerow o utrwalonym charakterze tzn.
wystepujacych u wszystkich prob zbiorczych w wariancie wskazujacym na homo-
zygotycznos$¢. Przyktadowo, w przypadku markera chrl-DcS15 meskoptodne sublinie
174-9, 176-12, 188-7, 188-20 i 189-5 generowaly wylacznie profil odpowiadajacy
homozygotom 650/650. Z kolei przy zastosowaniu tego samego markera
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dla meskosterylnej sublinii 4503/4 x 4501/5 uzyskano wylacznie profil odpowiadajacy
homozygotom 880/880. Jezeli — jak w podanym przyktadzie — sublinia meskosterylna
zawiera inny homozygotyczny allel markerowy niz ktéra$ z sublinii meskoptodnych,
regeneraty otrzymane z wykorzystaniem tych komponentéw rodzicielskich bgdzie mozna
weryfikowa¢ przy zastosowaniu wspomnianego markera (w podanym przykladzie
chr1-DcS15). Pomimo nieznacznej heteroplazmii odnotowanej u cze$ci linii
meskosterylnych (znikoma ,,domieszka” produktu o wielkosci 360 bp) dla analizowanych
w biezacym roku materialow uzyskano bardzo czytelny i zgodny z oczekiwaniami obraz
reprezentowanego przez nie plazmotypu. Potwierdza to mozliwo$¢ wykorzystania
analizowanych sublinii meskosterylnych jako donoréw cytoplazmy sterylizujacej, a
sublinii meskoptodnych jako jej akceptorow. Ponadto, w ramach reprodukcji
komponentéw rodzicielskich do eksperymentow fuzji, uzyskano korzenie wysadkowe
i nasiona.

REGENERACJA PROTOPLASTOW GATUNKOW POKREWNYCH I OKRESLENIE
PARAMETROW INAKTYWACIJI ICH GENOMOW JADROWYCH

Celem tematu byla optymalizacja parametrow inaktywacji genomu jadrowego
kolendry siewnej i kminu rzymskiego.

Opis wynikéw

W sumie przeanalizowano wplyw 4 dawek UV w zakresie od 1500 do 3000 J-m™
na rozwdj protoplastow w pozywce bazowej oraz w wzbogaconej o fitosulfoking (PSK)
i putrescyne (Pu).

W warunkach kontrolnych kmin charakteryzowal si¢ niemal dwukrotnie wicksza
zdolnoscig do tworzenia agregatow komorkowych w porownaniu do kolendry.
Po zastosowaniu promieniowania UV, komorki obu obiektow reagowaty podobna,
obnizong zdolnos$cig do formowania agregatow komorkowych. Po 2 miesigcach kultury
obserwowano wigkszg ilos¢ tkanki kalusowej w wariantach wzbogaconych w PSK i Pu
w stosunku do pozywki bazowej, przy czym kmin wykazywal wigksza intensywnos$¢
formowania tkanki kalusowej niz kolendra. Podczas dalszego prowadzenia kultury kalusa
na pozywce regeneracyjnej jedynie u kminu zaobserwowano regeneracj¢ roslin.

Ogodlnie, lepsza zdolnos¢ regeneracyjna kminu skutkowata zastosowaniem wyzszej
dawki promieniowania UV w celu inaktywacji genomu jadrowego niz w przypadku
kolendry. Dawka UV o warto$ci 2000 J m™ byta dawkg letalng dla protoplastow kolendry
— stwierdzono brak wzrostu tkanki kalusowej, mimo niskiej (lecz nie zerowej)
wydajnosci kultury. Przy tej wartosci dawki UV obserwowano jeszcze u kminu staba
intensywnos¢ formowania tkanki kalusowej, ktorej nie odnotowano juz przy dawce
2500 J-m™na pozywce niesuplementowane;.
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ELEKTROFUZJA PROTOPLASTOW MARCHWI Z WYKORZYSTANIEM ROZNYCH
INAKTYWATOROW GENOMOW ORGANELLOWYCH

Celem tematu bylo uzyskanie komoérek cybrydowych po inaktywacji genomow
organellowych biorcy CMS (1) kwasem jodooctowym (IOA) oraz (2) amidem kwasu
jodooctowego (IOAA).

Opis wynikéw

Komponentami fuzji byty protoplasty wyizolowane z populacji wyselekcjonowanych
pod wzgledem okreslonych wariantow allelicznych markerow jadrowych i plazmotytow
organellowych, tak, aby mozliwa byla skuteczna i pewna identyfikacja zregenerowanych
cybryd. W celu bezposredniej selekcji cybryd po elektrofuzji, protoplasty akceptora CMS
(traktowane IOA lub IOAA) barwiono izotiocjanianem rodaminy, natomiast protoplasty
donora CMS (traktowane promieniowaniem UV) barwiono diooctanem fluoresceiny
(FDA). Do inaktywacji genomoéw organellowych wytypowano 4 sublinie biorcy CMS.

Zastosowana procedura izolacji protoplastow oraz parametry inaktywacji i elektrofuz;ji
umozliwity uzyskanie komorek cybrydowych po inaktywacji genomow organellowych
biorcy CMS zarowno kwasem jodooctowym, jak i amidem kwasu jodooctowego.
Fluorochromy w zastosowanych stezeniach umozliwily identyfikacje komorek
cybrydowych, charakteryzujacych si¢ podwojna fluorescencja. W celu ograniczenia
wycieku barwnikow z komorek oraz zmniejszenia labilnosci blon komorkowych,
protoplasty przed jak i po fuzji inkubowano w niskiej temperaturze. Dzigki temu
zastosowane barwniki wykazywaly silng fluorescencje i dlugo utrzymywaty si¢
w komorkach, co umozliwito wczesng selekcje komodrek cybrydowych.

SELEKCJA, REGENERACJA I WZROST ROSLIN HYBRYDOWYCH

Celem tematu byta: (1) selekcja komodrek cybrydowych bezposrednio po
przeprowadzonej fuzji protoplastow, (2) aktywacja podziatbw mitotycznych
u wyselekcjonowanych produktow fuzji poprzez wykorzystanie systemu nianki oraz (3)
regeneracja roslin cybrydowych.

Opis wynikéw

Weczesna selekcja cybryd przeprowadzona za pomoca mikromanipulatora sprzezonego
z mikroskopem odwrdconym byta skuteczna. W sumie wyselekcjonowano 200 cybryd,
po 50 z kazdego wariantu elektrofuzji. Podzialy mitotyczne u wyselekcjonowanych
komorek cybrydowych byly aktywowane poprzez wykorzystanie kultury nianki. W tym
celu w jednym naczyniu hodowlanym, ale odseparowane membrang insertu, umieszczano
protoplasty cybryd oraz protoplasty nianki czyli protoplasty charakteryzujace si¢ wysoka
aktywnos$cig mitotyczng. Podczas prowadzenia kultury komoérek cybrydowych
obserwowano tworzenie si¢ pojedynczych agregatow komorkowych, pierwsze z nich
pojawiaty si¢ migdzy 10 a 20 dniem kultury. Ogdlna liczba tworzacych si¢ agregatow
byta stosunkowo niska, gdyz jedynie 1,5% z 200 wyselekcjonowanych cybryd weszto
w podzialy komoérkowe. Zaproponowany uktad eksperymentalny, tj. fuzja
komplementarna w polaczeniu z bardzo wczesna selekcja komorek cybrydowych
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z wykorzystaniem mikromanipulatora, testowany byl po raz pierwszy. W trakcie
realizacji tegorocznych eksperymentdéw udato si¢ poznaé stabe punkty tak zaplanowanego
uktadu 1 w przysztosci bedzie mozna je wyeliminowac. Te stabe punkty to gtownie
umiej¢tnosci techniczne pozwalajace na szybkie wylawianie komorek cybrydowych,
ktore sg bardzo delikatne i przy tego typu manipulacjach moga bardzo latwo zostac
uszkodzone. Dodatkowym mankamentem w tegorocznych do$wiadczeniach byly
nicoczekiwane trudno$ci, zwigzane z kielkowaniem nasion wytypowanych
do eksperymentéw sublinii biorcy i dawcy CMS, co skutkowato przesunigciem
zaplanowanych pierwotnie termindéw fuzji. W zwiazku z powyzszym wyselekcjonowane
cybrydy sa wciaz na etapie regeneracji.
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