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Haploidyzacja zyta — diagnostyka molekularna
oraz wptyw nanomolekut na wspomaganie indukcji
1 regeneracji roslin w warunkach in vitro

Haploidization of the rye — the molecular diagnostics and the influence
of nanomolecules on supporting the induction and regeneration of plants
in in vitro conditions

Stowa kluczowe: androgeneza, kultury pylnikow, markery ISSR i RAPD, zyto

Zdolno$¢ do regenerowania form haploidalnych jest uwarunkowana genetycznie
ipowoduje silne zroznicowanie w liczbie otrzymywanych ro$lin haploidalnych
poszczegdlnych gatunkdéw, a nawet genotypow tego samego gatunku. W pracach
dotyczacych kultur pylnikéw i izolowanych mikrospor podkres$lana jest konieczno$é
poszukiwania nowych rozwigzan metodycznych niezbednych dla przetamania braku
zdolnosci regeneracyjnych u tzw. ,,opornych genotypéw” (Shahinul Islam i Tuteja, 2012).
Parametry odpowiedzi w kulturze pylnikdw i izolowanych mikrospor sg cechami
ilo§ciowymi kontrolowanymi przez geny jadrowe. Dla jeczmienia, owsa, pszenzyta i ryzu
opisano markery oraz QTL powigzane z otrzymywaniem podwojonych haploidow (Chen
i in., 2007; Kiviharju i in., 2004). Zyto jest gatunkiem, u ktorego prowadzono badania
nad tlem genetycznym i QTL odpowiedzialnymi za odpowiedz w kulturach tkankowych
— TCR tissue culture responce (Bolibok i in., 2006; Targonska i in., 2013).
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Do badan realizowanych w zadaniu nr 86 wykorzystano materiaty hodowlane
o0 zréznicowanym pochodzeniu oraz odmiany populacyjne z polskiej hodowli:

1. materialty hodowlane: NS16134/4, NS16135/1, NS16135/2, NS16137/7, NS16143/6,
NS16144/1, NS16149/1, NS16153/2, NS16153/4, NS16156/4, S01175/17,
S01176/17, S01179/17, S01185/17, S01216/17, S04284/17, S04298/17, S04319/17,
S04329/17, S04351/17,

2. odmiany populacyjne: Antoninskie, Dankowskie Amber, Dankowskie Diament,
Dankowskie Skand, Dankowskie Ziote, Horyzo, Pastar, Piastowskie, Poznanskie,
Rostockie, Stowianskie.

TEMAT BADAWCZY 1

Ocena polimorfizmu DNA i poszukiwanie markeréw RAPD i ISSR powiazanych

z odpowiedzig zyta w kulturach pylnikow

Celem tematu badawczego 1 byla ocena polimorfizmu DNA za pomocg markeréw
RAPD i ISSR oraz poszukiwanie markerow DNA powigzanych z efektywnoscig indukcji
androgenezy i regeneracji roslin zielonych w kulturach pylnikéw 31 genotypdéw zyta dla
selekcji genotypdéw o wysokiej podatnosci na haploidyzacje. Do analizy polimorfizmu
DNA technikg RAPD (Random Amplified Polymorpfic DNA) zastosowano 30 starterow
10 nukleotydowych o losowej sekwencji, ktore wybrano na podstawie literatury i badan
wilasnych. (Bolibok i in., 2007; Broda i in., 2008; Cwiklinska i in., 2010; Kiviharju i in.,
2004). Genomowy DNA zostal poddany rowniez analizie ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) z zastosowaniem 30 starterow reakcji wybranych na podstawie literatury
(Bolibok i in., 2007; Hackauf i Wehling, 2002; Saal i Wricke, 1999).

W wyniku przetestowania 60 starterow (30 losowych dla RAPD i 30 o wybranej
sekwencji nukleotydow dla ISSR) stwierdzono, ze w reakcjach ISSR otrzymywano
wyzszg liczbg produktéw, a wyniki analiz byly bardziej powtarzalne. Podobienstwo
genetyczne badanych 31 obiektow zyta miescito si¢ w zakresie od 5,3% pomiedzy
odmiang Horyzo a linig NS16153/2 do 85,7% pomigdzy odmiang Antoninskie
i Poznanskie. Analiza otrzymanych dendrograméw UPGMA (Unweighted Pair Group
Method of Aritmetic Means) wykre$lonych na podstawie podobienstwa genetycznego
pozwolila na wyrdznienie 5 gtownych grup podobienstw pomiedzy badanymi 31
obiektami zyta (rys. 1 i 2). Otrzymane dendrogramy odzwierciedlaly podobienstwo
genetyczne badanych form i ich pochodzenie (rys. 11 2).
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Rys. 1. Dendrogram przedstawiajacy podobienstwo genetyczne (GS — genetic similarity) pomiedzy
badanymi genotypami zyta otrzymany na podstawie polimorfizmu DNA
z zastosowaniem 30 starterow RAPD

141



Zyto

02T -

T -

NSO -

NSI51564 -

Oumswshe Avter o I

MY -
Horyre - ]

O Dot -

NS5 o

sl —

SN -

i J

NS o

NS -

NIWISN -

NSWIOS o

= —
l_

NS5 -

NSY1A2 -

15T -

0NN -

ST -

NI -

BHINT - -

ST -

Pocnanine =

ST -

SO -

Dowowmie Sanee of

y =

1.0 09 08 0.7 0.6

Rys. 2. Dendrogram przedstawiajacy podobienstwo genetyczne (GS — genetic similarity) pomiedzy
badanymi genotypami zyta otrzymany na podstawie polimorfizmu DNA
z zastosowaniem 30 starteréw ISSR
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TEMAT BADAWCZY 2

Weryfikacja opracowanej metodyki prowadzenia kultur pylnikéw w aspekcie
powtarzalno$ci rezultatéw i mozliwosci aplikacji dla szerokiego spectrum
genotypow zyta

Celem tematu badawczego 2 byta ocena wptywu traktowania wstgpnego ktosow zyta
(temperatura 4°C) oraz pozywki C17 i 190-2 na indukcj¢ androgenezy i regeneracj¢
ros$lin w kulturach pylnikow zyta. W trakcie realizacji tematu badawczego 2 wytozono
20 000 pylnikow z 200 ktosow, w tym 10.000 z linii nonrestorerowych zyta i 10 000
z mieszancéw pokolenia SO wyprowadzonych w ramach uslug badawczych, z ktorych
otrzymano 87 kaluséw mikrosporowych i 3 rodliny zielone. Srednia efektywnosé
androgenezy na 100 wyltozonych pylnikow dla 20 badanych genotypow zyta, wynosila
0,43%, a efektywnos$¢ regeneracji roslin 0,01%. Kultury pylnikowe zaktadano w 2 wa-
riantach traktowania wstepnego ktosow i pylnikow zyta na 2 pozywkach indukujacych
androgenez¢ w kulturach pylnikow — pozywce C17 zawierajacej mieszaning auksyn
1 mg/ 2,4-D i 1 mg/l dikamby i 190-2 z takg samg kombinacjg auksyn. Najwyzszg liczbe
pylnikow tworzacych struktury androgeniczne zaobserwowano dla genotypu S04351/17
— 32 kalusy mikrosporowe. W kulturach pylnikow tego genotypu najwyzsza indukcje
androgenezy zaobserwowano na pozywce C17 po 14 dniach przechowywania klosow
w temperaturze 4°C. Najwyzszg liczbe zregenerowanych roslin zaobserwowano dla
genotypu S01175/17 — 2 ro$liny po 21 dniach w 4°C na pozywce 190-2. Dla 10
badanych linii nonrestorerowych zyta nie zaobserwowano indukcji androgenezy
i regeneracji roslin na obu pozywkach po traktowaniu zalozonych kultur pylnikowych
temperaturg 4°C przez 21 dni.

Traktowanie S$cigtych klosow zyta temperatura 4°C przez 21 dni bylo naj-
efektywniejsze dla indukcji androgenezy w kulturze pylnikow na pozywce Cl17
z mieszancéw pokolenia SO. Indukcja androgenezy w kulturach pylnikow zyta byta
prawie dwukrotnie wyzsza po 21 dniach w 4°C — 46 reagujacych pylnikéw niz po 14
dniach w 4°C — 24 reagujace pylniki mieszancéw SO Zzyta. Po traktowaniu klosow
temperaturg 4°C przez 21 dni zregenerowaly 3 ro$liny zielone w poréwnaniu z brakiem
regeneracji roslin zielonych po chtodzeniu ktoséw mieszancow SO zyta przez 14 dni
w 4°C.

Na podstawie oceny efektywnos$ci indukcji androgenezy i regeneracji ro$lin w kul-
turach pylnikow 20 genotypow zyta stwierdzono, ze traktowanie pylnikow temperaturg
4°C przez 21 dni wptynelo inhibujaco na analizowane parametry androgenezy dla linii
nonrestorerowych zyta, ktore tworzyly struktury androgeniczne tylko na pozywce C17
po 14 dniach przechowywania ktoséw w temperaturze 4°C.
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