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Badania nad gametyczng embriogenezg u Lupinus
angustifolius L. — indukcja haploidéw 1 analiza
genetycznego podloza tego procesu

Research on gametic embryogenesis in Lupinus angustifolius L. — haploid induction
and analysis of the genetic basis of this process

Stowa kluczowe: androgeneza, gynogeneza, haploidy, identyfikacja haploidéw, krzyzowanie
oddalone, tubin waskolistny

WSTEP

Lubin waskolistny obok tubinu zottego jest podstawowym gatunkiem uprawnym
zrodzaju Lupinus. Do wzrostu jego znaczenia w ostatnich latach przyczynilo si¢
obnizenie poziomu alkaloiddw w nasionach i1 wyselekcjonowanie form o polowej
odpornosci na antraknozg. Jest on gtownie uprawiany, jako roslina rotacyjna ze zbozami,
oraz pastewna wykorzystywana w Zywieniu zwierzat. Przelomem w badaniach
genetycznych u tubinu waskolistnego byto wyprowadzenie przez badaczy australijskich
rekombinowanych linii wsobnych RILs, co umozliwito opracowanie pierwszej mapy
genetycznej. Kolejnym krokiem w badaniach genetycznych bylo zsekwencjonowanie
genomu odmiany Tanjil, ktorej genom zostat przyjety jako referencyjny dla tego gatunku.
Istotnym roéwniez etapem bylo wyprowadzenie w latach 2002—2010 linii RILs technika
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SDS, w oparciu o rodzime tto genetyczne (Katedra Genetyki, Hodowli Roslin
i Nasiennictwa Wroctaw) i skonstruowanie mapy genetycznej (Kozak, 2014).

Na tle osiggnie¢ u innych gatunkoéw proby uzyskania haploidéow i dihaploidow
u Fabaceae sg ciagle na etapie wstepnych badan. Z kilkuset gatunkéw zaliczanych do tej
rodziny, zaledwie u 16 otrzymano zregenerowane pojedyncze ros$liny haploidalne
na drodze androgenezy wykorzystujgc kultury pylnikowe lub izolowane mikrospory.
Przeprowadzone dotychczas prace skupialy si¢ nad podniesieniem wydajnoSci procesu
haploidyzacji. Pierwsze haploidalne tkanki kalusa w androgenicznej kulturze pylnikow
Pisum sativum otrzymali Gupta i wspolpracownicy 1972 roku. Nastepnie Mokhtaarzaden
i Constantin (1978) opisali mozliwos$¢ zastosowania kultur pylnikowych do wyprowa-
dzenia haploidalnych ro$lin u Trifolium alexandrinum, Glycine max. W rodzaju Lupinus
podejmowane byly proby indukcji haploidow rowniez w kulturach pylnikowych oraz
izolowanych mikrospor, ale konczyly si¢ tylko otrzymaniem tkanki kalusowej,
wielokomorkowych struktur czy prozarodkow (Omerod i Caligari, 1994; Skrzypek i in.,
2008; Kozak i in., 2012). Opracowanie metod indukcji haploidow i dihaploidéw
przyczynitoby si¢ do postgpu w badaniach genetyczno-hodowlanych u tubinu
waskolistnego oraz poznania genetycznego podtoza haploidyzacji. Proponowany projekt
badawczy stanowi nowos$¢, poniewaz w $wiatowej literaturze brak jest aktualnych
informacji na temat poznania procesoOw gametycznej embriogenezy u tego gatunku.

CEL BADAN

Realizacja projektu w pierwszym roku badan — 2018 zostala podzielona na trzy

czescl, ktorych celami zasadniczymi byty:

— analiza wptywu pylku obcego gatunku oraz indukcji gynogenezy na rozwoj komorek
woreczka zalgzkowego,

— charakterystyka procesu androgenezy u wybranych genotypow L. angustifolius oraz
przygotowanie bibliotek cDNA,

— opracowanie zestawu markerow SNP do identyfikacji haploidow 1 linii
homozygotycznych oraz 20 sekwencji sond do FISH.

METODY BADAN

W pierwszej czgséci projektu do krzyzowania oddalonego wykorzystano 4 genotypy
lubinu waskolistnego (‘Emir’, ‘Karo’, ‘Graf’, LAE1) oraz pytek dwoch genotypow
lubinu andyjskiego (LM 13 oraz LM 34) i pylek dwoch genotypow tubinu zéttego (500
oraz Przl.). Stupki na drugi dzien po przepyleniu traktowano 2,4 D (100 mg/l).
Z kwiatow usuwano przed zapyleniem oddalonym pylniki (jak osiggnety 2/3 dlugosci
szyjki stupka) a zapylania dokonywano na drugi i trzeci dzien. Dla przesledzenia
zachowania si¢ obcego pytku zostaty pobrane stupki/rozwijajace sie¢ straki po 48, 961 168
h od momentu przypylenia obcym pytkiem. Material po utrwaleniu zostal przeznaczony
do sporzadzenia preparatéw z wykorzystaniem biekitu aniliny i mikroskopu z fluorescen-
cjg. Przesledzono migdzy innymi zachowania si¢ pylku na znamionach oznaczajac
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intensywnos$¢ osadzania si¢ pytku w skali od 1 do 3 (I — pojedyncze ziarna pytku 2 —
kilkanascie ziaren pytku 3 — znami¢ prawie cate pokryte ziarnami pytku), % udziat
znamion z pytkiem, % udzial znamion i szyjek stupka z przerastajacymi tagiewkami,
% udziat zalagzkoéw z tagiewkami Do dalszych etapéw projektu pozostaty utrwalone
preparaty do przeanalizowania zmian w zalgzkach w roku 2019. Wykladano izolowane
zalazki, z ww. krzyzowan oddalonych na dwa rodzaje podlozy (P2 i P3),
po wezesniejszej ich dezynfekcji. Po 30 dniach kultury okreslono % udziat zalgzkow
regenerujacych w tkanke kalusowa, okreslono rodzaj tkanki kalusowe;j (I, IL, III) i udziat
zalazkoOw z poszczegbdlnymi rodzajami, a takze okreslono wielko$¢ poszczegdlnych
rodzajow tkanki kalusowej. Ponadto dla wybranych 4 genotypdéw zostaly zalozone
kultury in vitro zalazkéw po 2-3 dniach od momentu kastrowania dla zaindukowania
procesu gynogenezy. W przypadku uzyskania regenerantow w uktadach krzyzowania
oddalonego i gynogenezy przeprowadzono oznaczenia poziomu ploidalnoséci za pomoca
cytometru przeptywowego CyFlow® Ploidy Analyser (Sysmex).

Ponadto w pierwszej czegSci projektu dla sprawdzenia rozwoju zarodkow
zygotycznych w  zaleznoSci od terminu izolacji byly 4 ww. genotypy tubinu
waskolistnego, z ktorych izolowano zarodki w dwodch terminach A — po 14 dniach od
samozapylenia oraz B — 28 dniach. Dezynfekcji powierzchniowej poddawano cate
straki, a nast¢pnie izolowano zarodki na pozywke MS, potem B5 z dodatkiem 0,6 g/l
wegla aktywnego. Po miesigcu od zatozenia kultury dokonano oceny rozwoju czgsci
podziemnej (obecnos¢ lub brak korzenia,) i nadziemnej (rozwoj lub brak).

Do drugiej czesci projektu materiatem roslinnym do badan nad indukcja androgenezy
byly dwie odmiany L. angustifolius: Karo 1 Graf. W celu ustalenia optymalnego stadium
rozwojowego mikrospor z kwiatostanow obydwu obiektow pobrano paki kwiatowe
o roznej dlugosci w celu wytypowania pakow, w ktorych wystepuja mikrospory w fazie
jednojadrowej — optymalnej do indukcji androgenezy. W pakach oceniono stadium
rozwoju pylku poprzez obserwacj¢ preparatdw rozgniotowych, barwionych DAPI
i obserwowanych w mikroskopie fluorescencyjnym Axiovert S 100 wyposazonym
w lampg HBO 50 W/AC (Zeiss).

Nastegpnie kwiatostany pobrane z roslin donorowych zawierajace mikrospory w odpo-
wiednim stadium podzielono na dwie czgsci. Z jednej czesci od razu po przyniesieniu
do laboratorium pobierano paki kwiatowe odkazano i prowadzono procedure¢ izolacji
mikrospor. Natomiast drugg cz¢s¢ kwiatostanow poddano wstgpnemu traktowaniu
poprzez chtodzenie przez 1 lub 3 dni w temperaturze 4°C i po tym czasie odkazano i pro-
wadzono izolacj¢ mikrospor. Mikrospory w pozywce NLL lub MS umieszczano
w termostacie w temperaturze 32°C lub 4°C na 1 lub 3 dni bez dost¢pu §wiatta. Nastepnie
szalki przenoszono do temperatury 25°C. Po okoto trzech tygodniach szalki z termostatu
przenoszono na wytrzasarke (ok. 30 rpm), gdzie pozostawaty do konca kultury.

W drugiej czgsci tego zadania zaplanowano utworzenie biblioteki cDNA,
do w przysztosci analizy ekspresji gendow. W pierwszym roku badan catkowite RNA
wyizolowane zostalo z mikrospor dwoch genotypow tubinu waskolistnego (Graf i Karo)
w poczatkowych etapach mikrosporogenezy (stadium jednojadrowe) i androgenezy
(ziarna pytku po stresie temperaturowym). Do izolacji wykorzystany zostal zestaw
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Total RNA Mini (AA Biotechnology). Jakos¢ wyizolowanego RNA sprawdzono
za pomocg zestawu Qiaxcel RNA QC kit v2.0 (Qiagen) na urzadzeniu QIAxcel.
Na urzadzeniu Qiaxcel zmierzone zostaly rowniez takie parametry jak RIS oraz stezenie
catkowitego RNA. Wyizolowane RNA przepisano na cDNA w reakcji odwrotnej trans-
krypcji. Reakcje przeprowadzono za pomocg zestawu TranScriba (AA Biotechnology)
zgodnie z instrukcjg producenta.

Do trzeciej czesci badan w pierwszym roku wykorzystano wybrane linie RILs (20
linii) wyprowadzone metoda SDS w KGHRIiN. Markery SNP (80) do oceny stopnia
homozygotycznosci pochodzity z puli markeréw opracowanych dla tubinu waskolistnego
w ramach badan prowadzonych w KGHRIN. Do badan wybrano markery o najwyzszej
wartosci PIC. Dodatkowym istotnym kryterium podczas ich wyboru byta lokalizacja na
mapie genetycznej ,,ExL” opracowanej w ramach badan prowadzonych w KGHRIiN.
Genomowe DNA do genotypowania zostalo wyizolowane za pomocg zmodyfikowanej
metody CTAB (Clements i in., 2013). Loci SNP genotypowano metodg KASP z wyko-
rzystaniem odczynnika KASP MasterMiX KBE V2.0 (LCG Genomic) zawierajacego
wszystkie niezbedne sktadniki reakcji. Genotypowanie przeprowadzono na urzadzeniu
Ilumina Eco. Genotyp oznaczano manualnie w programie ilumina ECO, a nast¢pnie
eksportowano jako pliki tekstowy do dalszych analiz. Przygotowanie sond FISH zostato
wykonane na podstawie sekwencji genomowych oraz markerow SNP z mapy ,,ExL”.
W tym celu dla kazdego chromosomu tubinu waskolistnego z genomu referencyjnego
(Hane 1 in., 2017) wybrana zostala jedna odpowiadajagca mu grupa sprze¢zen z mapy
‘ExL’. Dla kazdej z 20 wyselekcjonowanych w ten sposéb grup wybrane zostalty markery
lokalizujace si¢ w Srodkowej czesci grupy. W kolejnym etapie sekwencje wybranych
markerow przyrownano do genomu referencyjnego tubinu waskolistnego (Hane i in.,
2017) za pomocg algorytmu BLASTn (Altschul i in., 1990). W ten sposéb wybrane
zostaly fragmenty genomu referencyjnego dtugosci do 15 kpz dla ktorych przygotowane
zostang sondy FISH wykorzystane w analizach w kolejnych etapach projektu. Analizy
markerow, BLASTn oraz wybor odpowiednich fragmentow genomu referencyjnego
wykonano po utworzeniu skryptu jezyka Python  (https://www.python.org/)
z wykorzystaniem bibliotek pandas (https://pandas.pydata.org/), NumPy (http://www.nu
mpy.org/), Biopython (https://biopython.org/) oraz pybedtools (https://daler.github.io/pyb
edtools/index.html).

WYNIKI

W pierwszym roku badan na wstgpie konieczne byto poznanie i okreslenie mozliwosci
synchronizacji termindw kwitnienia w kontrolowanych warunkach w szklarni oraz polu
form matecznych oraz gatunkéw uzywanych jako zapylaczy w krzyzowaniu oddalonym.
Z uwagi na to przeprowadzono wysiew w warunkach szklarniowym oraz polowych
wybranych genotypow. Obserwacje dowiodly, ze rosliny L. mutabilis trzeba wysiewac
wczesniej o 3 tygodnie od L. angustifolius a L. luteus o dwa. Optymalne stadium
rozwojowe woreczka zalagzkowego zostato ustalone w oparciu o poréwnanie zmian
zachowania si¢ okwiatu w procesie samozapylenia i zmian morfologicznych w kolorze
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ptatkbw w poréwnaniu do zmian w trakcie nanoszenia obcego pytku na znamiona
L. angustifolius. W pierwszej czeSci projektu przeanalizowano wptyw pylku obcego
gatunku —— tubinu zoéttego (52 chromosomy) oraz tubinu andyjskiego (48 chromo-
somow) na rozw0j woreczka zalgzkowym po zapyleniu roslin tubinu waskolistnego
(40 chromosoméw). U odmiany Emir pytek $rednio najwigcej osadzal si¢ przy
wykorzystaniu jako zapylacza L. mutabilis — LM 13 oraz L. luteus — 500 — 54-58%,
1,4-1,3 w skali. Dla ‘Karo’ najlepsze osadzanie si¢ pytku stwierdzono po uzyciu jako
donora pytku do zapylania L. luteus — 500 (75%), za$ dla LAE1 L. mutabilis — LM 34
(67%). Nastupkach ‘Karo’ odnotowano najlepsza intensywno$¢ osadzania si¢ pylku
srednio 1,6. Interesujace wyniki uzyskano dla ‘Graf’, gdyz % udzial stupkéw
z osadzonym pyltkiem byt poréwnywalny we wszystkich czterech uktadach krzyzowania
iw trzech zawierat si¢ 54% do 64% z 2 do 1,6-stopniowg oceng intensywnos$cig
osadzania si¢ pytku. Wykorzystanie krzyzowania oddalonego w niniejszym projekcie
odniosto zdecydowanie pozytywny wplyw na rozwdj strakow, co skutkowato rozwojem
tkanki kalusowej z zalgzkéw, w tym haploidalnej. Zalazki izolowane po 2-3 dniach
od usuni¢cia pylnikow, nie poddane dziataniu pytku obcego gatunku nie podjely
regeneracji w zadawalajacym procencie. Zastosowanie cytometrii przeplywowej nie
umozliwito identyfikacji poziomu ploidalnos$ci tkanki kalusowej, z uwagi na jej znikoma
ilos¢. Badania nad indukcja procesu gynogenezy bedg kontynuowane w kolejnych
etapach projektu.

U zalgzkow otrzymanych z krzyzowania oddalonego obserwowano 3 rodzaje kalusa:
igielkowaty [, krysztatkowy II, uwodniony IIl. Zalazki regenerowaly z 16Zng
czestotliwoscig w zaleznosci od genotypu, uktadu krzyzowania oddalonego i rodzaju
pozywki. U odmiany Emir najwigkszy odsetek zalazkéw ze zmianami po 30 dniach —
98% obserwowano w przypadku uzycia jako zapylacza L. luteus 500 na obu rodzajach
pozywki — P2 1 P3, co okazato si¢ zbiezne z wynikami dla osadzania si¢ pytku przy tym
uktadzie krzyzowania. Przewazal u tego obiektu rodzaj III i II tkanki kalusowej
owielkosci 1-5 mm. Dla ‘Graf” pytek L. Iluteus 500 rowniez okazal si¢ naj-
korzystniejszym zapylaczem, poniewaz powodowal regeneracje 63% oraz 78% zalazkow
odpowiednio na pozywce P3 i1 P2. U zalazkow tego genotypu dominowat 3 rodzaj tkanki
kalusowej, a jej rozwoj byt znacznie stabszy (0,5-2 mm) niz u odmiany Emir. Zalazki
‘Karo’ ulegly w najwigkszym stopniu zmianom biorgc pod uwagg rozwoj kalusa
we wszystkich wariantach zapylaczy i zastosowanej pozywki. Wielko$¢ rozwijajacej si¢
tkanki byla stosunkowo obfita we wszystkich wariantach w porownaniu do innych
obiektow. Przewazal rodzaj II i1 III. Zalazki LAE-1 pozytywnie zareagowatly
na zastosowane zapylacze, ale wyraznie ograniczajgcy wplyw miata pozywka.

Uzyskane wyniki z cytometru przeptywowego wskazaty, ze regenerujacy kalus byt na
poziomie 1x oraz 2x na kazdym z analizowanych zalagzkow. Tylko w przypadku
regenerujacych zalazkow odmiany Karo x L. mutabilis LM 13 oraz linii LAE-1 x
L. luteus 500 na pozywce P2 poziom ploidalnosci byt 1x. Badania w zakresie zmian
w woreczku zalagzkowym jako rezultatu krzyzowania oddalonego sg zaplanowane
w nastgpnych etapach projektu. W tym przypadku mozemy mie¢ do czynienia
z partenogenezg indukowang lub eliminacjg chromosoméw z zarodka mieszancowego.
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Zweryfikowanie tego stanowiska bedzie mozliwe po przeanalizowaniu preparatow
sporzgdzonych z utrwalonych zalazkow. Wcze$niejsze badania zwigzane z otrzymy-
waniem mieszancéw oddalonych w rodzaju Lupinus nie daty jednoznacznej odpowiedzi
czy mamy do czynienia z procesem haploidyzacji czy otrzymywaniem mieszancow
oddalonych (Przyborowski i Packa, 1997; Przyborowski, 2003; Wilson i in., 2008; Galek,
2010). Konieczne bedzie tez dopracowanie pozywek dla konwersji komoérek tkanki
kalusowej w rosliny na drodze morfo i organogenezy

Rozwoj zarodkdéw zygotycznych pobranych po 14 dniach od momentu samozapylenia
przebiegat wolniej niz pobranych po 28 dniach. Ponadto obserwowano spore zaburzenia
w rozwoju systemu korzeniowego u wczesniej wyizolowanych zarodkoéw zygotycznych
— stadium A. Cze$¢ pgdowa rozwijata si¢ u wszystkich zarodkow, ktore formowaty
korzenie. Zarodki pobrane w starszym stadium charakteryzowaly si¢ lepszym
ukorzenianiem powyzej 70% i dtugoscia korzeni od 2 do 3,6 cm po 14 dniach kultury.
Zarodki pobrane w stadium A ukorzeniaty si¢ w zakresie od 31 do 75% a $rednia dlugo$¢
korzeni byla o 1 cm krotsza. Zarodki zygotyczne podjely regeneracje i konwersje
w rosliny zwlaszcza, gdy uzyto starszych zarodkow (28 dni od samozapylenia), co
z pewnoscig mozna wykorzysta¢ do przyspieszenia otrzymywania linii homozygotycz-
nych na drodze SDS.

Zebrane wyniki dotyczace analizy mikrosporogenezy, w celu ustalenia optymalnego
stadium rozwojowego mikrospor do zalozenia kultury, wskazuja ze u ‘tubinu
waskolistnego czynnikiem bardziej skorelowanym ze stadium rozwojowym mikrospory
jest barwa pylnika, nie jak u innych gatunkéw, u ktérych indukowano androgeneze —
wielko$¢ paka kwiatowego (Dujis i in., 1992). Ponadto badania wykazaly, ze rozwdj
mikrospor w indywidualnym paku jest niesynchroniczny. W pylnikach pobranych
z indywidualnego paka obserwowano rozne stadia rozwojowe, np. tetrady, mikrospory
i dojrzate ziarna pytku. Uzyskane wyniki potwierdzaja doniesienia literaturowe dla tubinu
(Kozak i in., 2012) jak i innych gatunkéw z rodziny straczkowych (Croser i in., 2006).
Stan taki stwarza trudnosci w uzyskaniu jednorodnej zawiesiny komorek w celu indukcji
androgenezy w kulturach mikrospor. Kolejnym problemem bylo uzyskanie wlasciwej
gesto$ci kultury. Jak podaje literatura w celu stymulacji rozwoju mikrospor roslin
straczkowych wymagana jest stosunkowo wysoka gestos¢ zawiesiny wynoszaca ok. 100
tys. mikrospor/ ml pozywki (Bayliss i in., 2004; Ochatt i in., 2009; Croser i in., 2006).
Uzyskane wyniki wykazaty, ze w calym kwiatostanie w ktorym przecigtnie znajduje si¢
od 14-20 pakow tylko $rednio 2 z nich zawieraly mikrospory w optymalnym stadium
do indukcji androgenezy. Stan taki powoduje zuzycie duzej liczby materiatu ro§linnego
efektem, czego bylo zatozenie 1 do 2 szalek z pojedynczej izolacji. Jest to sytuacja
bardzo odmienna w porownaniu do np. roslin kapustnych gdzie z pojedynczego
kwiatostanu mozna uzyska¢ znaczng liczb¢ pakow dajaca gwarancj¢ zalozenia kultur
obejmujacych znaczaca populacje komoérek (Custers, 2003). W niniejszych badaniach
zastosowano stres temperaturowy aplikowany zaréwno na kwiatostany, jak i mikrospory
w kulturze. Pomimo zastosowania zréznicowanych kombinacji doswiadczenia (szoki
temperaturowe, pozywki) w wiekszosci kultur obserwowano brak rozwoju mikrospor.
W nielicznych przypadkach udato si¢ zaindukowa¢ podziaty mikrospor, ktore doprowa-
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dzity do otrzymania kalusa, co jest obiecujace, gdyz dotychczas opisane proby indukcji
haploidow za pomoca androgenezy konczyly si¢ otrzymaniem struktur wielojagdrowych
lub struktur zarodkopodobnych, ktore nie podejmowaly dalszego rozwoju (Croser i in.,
2006; Skrzypek i in., 2008; Kozak i in., 2012).

Dla obu badanych genotypoéw uzyskane wartos$ci stezenia i RIS pozwalajg stwierdzic,
ze wyizolowane RNA nadawalo si¢ do utworzenia biblioteki ¢cDNA, a nastgpnie
w kolejnym etapie do zsekwencjonowania i analiz DE (differential expression — analiza
zroznicowania ekspresji). Proces izolacji nie byl tatwy, z uwagi na koniecznos¢
nagromadzenia duzej liczby mikrospor, co w przypadku tubinu waskolistnego nie jest
rzecza tatwa.

llos¢ i1 jakos¢ RNA ma kluczowe znaczenie dla powodzenia eksperymentéw typu
RNAseq. Jakos¢ RNA wplywa na jako$¢ przygotowanej biblioteki. Biblioteki zlej jakosci
nie pozwalajg na generowanie odczytow wysokiej jakosci w procesie sekwencjonowania.
Odczyty stabej jakosci nie pozwalajg na przeprowadzenie wiarygodnej analizy DE (Wang
i in., 2009; Wang i in., 2012). Dlatego tak wazne jest uzyskanie po izolacji RNA
wysokiej jakosci. Ponadto stgzenie i jakos¢ RNA muszg zostaé precyzyjnie okreslone.
W przypadku przygotowywania probek do analiz RNAseq standardem jest kontrola RNA
przy pomocy urzadzenia bioanalyzer (Udvardi i in., 2008). Nie mniej jednak na rynku
istniejg takze inne systemy, ktore mogg z powodzeniem zosta¢ wykorzystane do kontroli
jakos$ci probek RNA. Jednym z takich systemow jest Qiaxcel RNA QC kit v2.0 (Sidova
iin., 2015; Unger i in., 2015). Do okreslenia jakosci RNA za pomoca
Qiaxcel RNA qC kit v2.0 stuzy parametr RIS (RNA Integrity Score) okreslajacy stosunek
18S rRNA do28S rRNA (Sidova i in., 2017). System ten zostal wykorzystany
z powodzeniem w naszych badaniach.

Genotypowanie markerami SNP 20 wybranych linii RILs za pomoca 80 markerow
SNP pozwolilo na ocen¢ stopnia homozygotycznosci wybranych linii. Na 20 analizo-
wanych linii 18 wykazalo pelng homozygotyczno$¢ w 80 badanych /Joci. Dwie
analizowane linie wykazaly heterozygotyczno$¢ w trzech (linia EL/02/1/53) oraz pigciu
(linia EL/02/1/7) analizowanych loci. Analiza markeréw DArTseq pozwolila na wytypo-
wanie 46 z nich zlokalizowanych w centralnej czes$ci grup sprzgzen mapy ExL. Najwiecej
markeréw zlokalizowanych byto na chromosomie NLL-16 — 9 markeréow. Na o$miu
chromosomach zlokalizowano po jednym markerze (NLL-01, NLL-02, NLL-03, NLLO04,
NLL-07, NLL-09, NLL-10, NLL-18). Na pozostatych chromosomach lokalizowato si¢ od
2 do 4 markerow. Sekwencje sond zapisano w pliku fish.fasta. Osiemnascie z dwudziestu
sond majg dtugos$¢ 15 kpz, natomiast sondy chromosomu NLL-05 oraz NLL-08 9710 pz
oraz 8826 pz. W obrebie 15 sond zlokalizowanych zostato po jednym markerze DArTseq.
Dla pozostaltych byly to dwa lub trzy markery. Opracowane markery i sondy FISH beda
podstawa w przysztosci do identyfikacji haploidow, czy podwojonych haploidow.

WNIOSKI

1. Zarodki zygotyczne podjety regeneracje i konwersje w rosliny zwtaszcza, gdy uzyto
starszych zarodkoéw (28 dni od samozapylenia), co z pewnoscig mozna wykorzystaé
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do przyspieszenia otrzymywania linii homozygotycznych z wykorzystaniem
procedury SDS.

2. Generalnie pylek obcych gatunkéw osadzat si¢ na znamionach analizowanych
4 genotypow L. angustifolius, kietkowat i docierat do zalazka. Procesy te przebiegaty
w roznym nasileniu. Planowane badania w roku 2019 powinny dostarczy¢ informacji,
czy mamy do czynienia z powstawaniem zygot i pézniejszg eliminacjg chromosomow
czy partogeneza.

3. Jako zapylacza proponuje si¢ pylek L. luteus 500 w krzyzowaniach oddalonych lub
L. mutabilis LM 34.

4. Zalazki ‘Karo’ ulegly w najwigkszym stopniu zmianom biorgc pod uwage rozwdj
kalusa we wszystkich wariantach zapylaczy i zastosowanej pozywki.

5. Uzyskano przy wykorzystaniu krzyzowania oddalonego kalus na poziomie 2x i 1x, a
tylko w przypadku regenerujgcych zalgzkéw odmiany Karo x L. mutabilis LM 13
oraz linii LAE-1 % L. luteus 500 na pozywce P2 poziom ploidalnosci byt 1x.

6. Optymalne stadium rozwojowe do zakladania kultur izolowanych mikrospor znajduje
sie w Srodkowej czesci kwiatostanu.

7. Odmiana Graf w kulturze pylnikéw okazata si¢ przydatna do indukcji tkanki
kalusowej, aczkolwiek zbyt mata jej ilo§¢ nie pozwolita na ocen¢ poziomu
ploidalnosci.

8. Izolacja RNA i utworzenie biblioteki cDNA daje podstawy do kontynuowania badan
nad genetycznym podtozem procesu androgenezy.

9. Opracowane markery i sondy FISH be¢da podstawg do identyfikacji haploidow, czy
podwojonych haploidow.
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