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Warzywa_ BP 35 Cele

Lp.

Tytut i cele zadania Czy cel zostat osiggniety

Opracowanie metody indukcji haploidéw i badanie czynnikow stymulujgcych gametyczng embriogeneze (GE)

Optymalizacja dla kazdego z 4 gatunkdw jednej wybranej techniki indukgji
1 haploidow oraz weryfikacja jej przydatnosci z uzyciem réznych genotypoéw TAK
5 Analiza wptywu dodatku do pozywki wybranych substancji stymulujgcych rozwéj w TAK
kulturze
Analiza rozwoju eksplantatow w kulturze
1 Analiza histo-cytologiczna poszczegdlnych stadiow rozwojowych eksplantatow w TAK
kulturze
5 Analiza ekspresji gendw na wybranych etapach rozwoju eksplantatéw w kulturze TAK
oraz walidacja poziomu ekspresji
Opracowanie markerow molekularnych do oceny genetycznej roslin donorowych i regenerantéow
Identyfikacja markerow DNA do selekcji roslin donorowych do kultur in vitro u 4
1 | badanych gatunkéw TAK
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Materiaty roslinne i metody haploidyzacji uzyte w tegorocznych doswiadczeniach

Metoda haploidyzaciji i

Nazwa rodzaju \EYAVERETA € Liczba obiektow Nazwa obiektu Sposob uprawy

technika

linia 237, Androgeneza
. linia 230/2, seneza, |
safata Lactuca sativa 3 szklarnia
Nochowska iy
k. pylnikéw
Cansicum I?nia 6, Androgeneza, darmi
papryka anlrJ’uum 3 linia 9, szklarnia
Roberta k. pylnikow
r. ptodne: Mieszko F1
i Gynogeneza, _
vomidor Solanum 3 r. meskosterylne: szklarnia
1 [-MS10, I1-PS
lycopersicum k. zalazkow
Bartek,
Bonus, Ind. partenogeneza,
béb Vicia faba 3 Bolero . fomory warostowe
k. zalgzkbw po obcym
zapyleniu
Mieszanka nasion
groszek Lathyrus odmian Senator, Poletka URK
1 . -
pachngcy odoratus Kenneth, America
13
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Tytut zadania i stosowane metody
Opracowanie metody indukcji haploidéw i badanie czynnikdw stymulujgcych gametyczng embriogeneze (GE)

Odkazanie materiatdw do kultur —rézne procedury i zwigzki chemiczne

Androgeneza - izolacja pylnikow (mikroskopia stereoskopowa, izolacja igtami preparacyjnymi). Aplikacja szokdw termicznych (32°C lub 4°C) przez okreslony
czas (2-4 dni) na eksplantaty - termostaty

Gynogeneza — izolacja zalgzkdw (mikroskopia stereoskopowa, izolacja igtami preparacyjnymi)

Indukowana partenogeneza — wykonanie kastracji pgkdw kwiatowych, zapylen recznych, oprysku wybranym fitohormonem, izolacja zalgzkéw przy uzyciu
lupy stereoskopowej)

Przygotowanie pozywek do kultur (baza pozywki i splementy np. fitohormony, aminokwasy, kw. askorbinowy, wegiel aktywny i in.), autoklawowanie, prace z
komorami laminarnymi

Cytometria przeptywowa (FCM)

Analiza rozwoju eksplantatow w kulturze

Ocena zywotnosci pytku (acetokarmin), ocena stadiéw rozwoju pytku— preparatyka cytologiczna, barwienie preparatéw (DAPI), mikroskopia

fluorescencyjna i Swiatta przechodzgcego w celu ustalenia dtugosci pgka odpowiedniego do androgenezy, dokumentacja fotograficzna

Ocena morfologii kwiatu i dojrzatosci zalgzni — obserwacje makroskopowe pgkdéw kwiatowych, mikroskopia stereoskopowa, dokumentacja fotograficzna
Barwienie fagiewek pytkowych — utrwalanie materiatu roslinnego, maceracja tkanek (enzymy, NaOH), barwienie btekitem aniliny, preparatyka cytologiczna,
mikroskopia fluorescencyjna, dokumentacja fotograficzna

Zatapianie obiektéw w zywicach pottwardych (technovit), mikrotom, barwienie histochemiczne (btekit toluidyny), mikroskopia swietlna

Analiza transkryptomu —izolacja RNA (kity), enzymatyczne oczyszczanie ekstraktow (DNaza i proteinaza), przygotowanie bibliotek CDNA, sekwencjonowanie

wielkoprzepustowe (NGS) metodg RNA-seq z uzyciem platformy NovaSeq X Plus Series (Illumina) za posrednictwem firmy Novogene. Obrdbka
bioinformatyczna wynikéw sekwencjonowania.

Opracowanie markerow molekularnych do oceny genetycznej roslin donorowych i regenerantow

Izolacja DNA, kontrola jakosci wyizolowanego DNA i jego rozcienczenie, dobér i projektowanie starterow
Reakcje PCR, trawienie enzymami restrykcyjnymi produktow PCR, elektroforeza w zelu agarozowym i poliakrylamidowym
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ZADANIE 1 Opracowanie metody indukcji haploidow i badanie czynnikéw stymulujacych gametyczng embriogeneze (GE)

Metoda/technika

haploidyzac;ji

Testowane parametry

Safata
L. sativa

Androgeneza

Kultury pylnikéw

Pozywki podstawowe: MS,
DBM2 z dodatkiem NAA,
2,4-D

Dodatki do pozywek: wegiel
aktywny, fitohormony (BAP,
NAA)

Stres termiczny na pylniki -
4°C przez 2 lub 6 dni

obserwowano wptyw genotypu na rozwoj kalusa na pylnikach (najlepsza (7,5%) odmiana
Nochowska, potem linia 237 (4,5%), najstabiej linia 230/2 (0,3%))

baza DBM2-45 + 0,1 mg/I NAA,+ 0,1 mg/l 2,4-D byta lepsza dla dwdch z trzech obiektow
dodatek IAA w stez. 0,3 mg/l hamowat rozwdj kalusa na pylnikach badanych obiektéw
sataty

dodatek BAP w stez. 2 mg hamowat rozwdj kalusa na pylnikach badanych obiektow sataty
dodatek wegla aktywnego w stez. 2500 mg/l hamowat rozwdj kalusa na pylnikach
badanych obiektow sataty

szok termiczny u jednego obiektu lepszy przez 6 dniowy, u dwoch lepszy przez 2 dni
analiza cytometryczna wykazata obecno$é wytacznie diploidalnych grudek kalusa

Papryka
C. annuum

Androgeneza

Kultury pylnikow

Pozywki podstawowe: MS,
DBM2

Dodatki do pozywek: wegiel
aktywny, AgNO,, biotyna,
fitohormony (2,4-D, NAA,
BAP, kinetyna), gerlite

Stres termiczny na pylniki:
35°C przez 2 dni lub 4°C
przez 4 dni

bardzo niski rozwdéj kalusa na pylnikach badanych obiektéw (0-0,3% reagujacych pylnikéw)
zadna z 2 pozywek podstawowych nie spowodowata indukcji rozwoju pylnikow u
badanych obiektéw papryki

dodatek 0,01 mg/I 2,4-D stymulowat kalus na poziomie kontroli tylko u jednego obiektu na
3 badane

dodatek podwyiszonego stezenia AgNO, (15 mg/l) i gerlitu dodanego zamiast agaru do
pozywki —nie zwiekszat efektywnosci rozwoju ponad kontrole

taczne zastosowanie 0,01 mg/l 2,4-D, 0,01 mg/I kinetyny, i obnizonego stezenia wegla
aktywnego (z 2500 do 500 mg/l) — nie zwiekszaty efektywnosci rozwoju ponad kontrole
zastosowanie zubozonej pozywki (zawierajgcej tyko 500 mg/l wegiel aktywnego, 5 mg/I
AgNO; obnizono do i dodano tylko 0,01 mg/I 2,4-D) byto skuteczne 2 badanych obiektéw
szok termiczny wysokiej temp. ani niskiej nie spowodowat tworzenia kalusa na pylnikach
badanych obiektéw papryki

Analiza cytometryczna wykazata, ze otrzymane kalusy byty gtéwnie tetraploidane (73%) i
diploidalne (18%)
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ZADANIE 1 Opracowanie metody indukcji haploidow i badanie czynnikéw stymulujacych gametyczng embriogeneze (GE)

Gatunek

Metoda/technika

Testowane parametry

Pomidor
S.
lycopersicum

haploidyzacji

Gynogeneza

Kultury zalgzkéw

Pozywka indukcyjna: 3

(wybrana na podstawie wynikéw
badar 2021-2023)

Pozywki namnozeniowe
do kalusa: 4i SE1
Dodatek do pozywki
namnozeniowej: glutation
zredukowany (GSH)

na pozywce indukcyjnej obserwowano powiekszanie sie zalgzkdw, zamieranie i rozwaoj
kalusa

na pozywce indukcyjnej rozwoj kalusa byt wyraznie wyzszy u linii meskosterylnych (450%)
niz obiektu ptodnego (34%)

na pozywkach namnozeniowych obserwowano wptyw genotypu na przezywalnosé kalusa
(11-PS - pozywka 4 - 89%, SE1 - 70%; I-MS10 48-51% na obu pozywkach, Mieszko F1
pozywka 4 - 50%, SE1 - 11%

GSH w stezeniu 30 mg/| sprzyjat ograniczeniu nekroz kalusa, gdy byt dodany do pozywki
SE1, dodatek GSH do pozywki 4 nie miat wptywu na nekrozy

analiza cytometryczna wykazata, obecnos¢ pojedynczych grudek (9%) okreslonych jako
mixoploidy z pikiem dla haploida (1x + 2x), 50% préb byta diploidalna, obserwowano
rowniez kalus tetraploidalny i mixoploidalny (2x+4x) (13-18%)

Bdb
V. faba

Induk.
partenogeneza po
zapyleniu

pytkiem groszku
pachnacego (L.
odoratus)

Kultury zalazkéw

Pozywka indukcyjna: G8
(wybrana na podstawie wynikow
badar 2021-2023)

Dodatek do pozywki
indukcyjnej: kwas
cytrynowy

Pozywki namnozeniowe
do kalusa: RM3 i RM4

na pozywce indukcyjnej obserwowano rozwaj kalusa na zalgzkach i zalezny byt on od
genotypu ( Bonus 26%, Bartek i Bolero 2,5-4,5% zalgzkow z kalusem)

dodatek kwasu cytrynowego (10 i 20 mg/l ) do pozywki indukcyjnej w niektorych
kombinacjach ograniczat rozwdj kalusa

obserwowano interakcje pozywki indukcyjnej, namnozeniowej i genotypu
(najefektywniejszy rozwdj kalusa u Bartek - (15%) i Bolero (5%), gdy indukcja kalusa
nastgpita na pozywce G8 z dodatkiem 10 mg/| kw. cytrynowego a nastepnie po pasazu
kalusa na pozywke namnazajacg RM4, Bonus (27-31%) gdy indukcje prowadzono na
pozywce kontrolnej G8, niezaleznie od pozywki regeneracyjnej)

analiza cytometryczna kalusa z zalgzkéw z roku 2023 wykazata przewage kalusow
diploidalnych (42%) i poliploidalnych (17%)

analiza cytometryczna kalusa z pylnikdw z roku 2023 wykazata obecnos¢ kalusa
oznaczonego jako mixoploid z pikiem dla haploida (1x + 2x)
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ZADANIE 2 Analiza rozwoju eksplantatow w kulturze

Gatunek Testowane parametry Wyniki
Fywotnosé pytku zywotnos¢ pytku roslin sataty uzytych jako donory do kultur in vitro byta zalezna od genotypu i
Satfata Rozwéj pytku w pakach wynosita u wszystkich badanych obiektéw 98-99%.
L. sativa kwiatowych optymalne dtugosci pgkow dla indukcji androgenezy u sataty byly podobne u badanych obiektéw i
miescity sie w przedziale wynosity 4,0 do 5,0 mm.
Zywotnoséé pytku 2zywotnos¢ pytku roslin papryki uzytych jako donory do kultur in vitro byta zalezna od genotypu i
Papryka Rozwéj pytku w pakach wynosita u odm. Roberta 76% a dla Linii 6 i 9 93-97%.
C. annuum kwiatowych optymalne dtugosci pakow dla indukcji androgenezy u papryki byty podobne u badanych obiektow i
miescity sie w przedziale wynosity 4,0 do 5,0 mm.
analiza transkryptomow embriogennego i nieembriogennego kalusa pomidora linii meskosterylnej
wskazata na zréznicowanie profili ekspresji gendw miedzy tymi prébami.
Pomidor geny charakteryzujace sie nadekspresjg w prébach kalusa embriogennego zwigzane byty gtéwnie z
Analizy odpowiedzig na stres oksydacyjny, metabolizmem glukanéw, modyfikacjg sciany komérkowej oraz ze

S. lycopersicum

transkryptomiczne

szlakami metabolicznymi m.in biosyntezg fenylopropanoidow, konwersja glukouryniandw, biosynteza
metabolitéw wtdornych i transdukcjg sygnatéw szlakéw hormonalnych.

w efekcie realizacji niniejszego zadania wytypowane zostanga geny, ktére w kolejnym roku realizacji
projektu beda przedmiotem szczegétowej analizy ekspresji gendw metodg real-time PCR

Béb
V. faba

Analiza histo-cytologiczna
materiatow z kultur in
vitro

analizy wykonano na materiatach z kultur zalagzkéw bobu po obcym zapyleniu. Byly to izolowane
zalazki z kombinacji po zapyleniu i kontrolnych.

Analizy wykazaly, ze pobierane zalazki zwieraja dojrzate woreczki zalgzkowe

kalus w kulturze rozwija sie od strony mikropyle, ale rowniez obserwowano rozwdj kalusa z miejsca
po oderwaniu sznureczka (tkanki somatyczne)
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ZADANIE 3 Opracowanie markeréw molekularnych do oceny genetycznej roslin donorowych i regenerantow

Gatunek Liczba testowanych Liczba testowanych Wyniki

obiektow par starteréw

U sataty 13 z 15 par starteréw generowato produkty PCR, a 4 sposrdad 13 starterow
Sa’at‘f 3 15 generowato produkty réznicujgce, pozostate startery nie wykazywaty przydatnosci dla
L. sativa identyfikacji badanych materiatow.

U papryki 10 z 15 par starterow generowato produkty PCR, a 2 sposrdd 10 starteréw
generowato produkty réznicujace, pozostate startery nie wykazaty przydatnosci dla

Papryka
pry 3 15 identyfikacji badanych materiatéw.

C. annuum

U pomidora 7 z 10 testowanych markerow generowato fragmenty DNA wykazujgce
polimorfizm w badanym zestawie obiektow. Fragmentdw takich uzyskano ogétem 12,
trzy z nich byty unikalne dla konkretnego obiektu. W materiatach pomidora z reguty nie
odnotowywano zmiennosci wewnatrzobiektowej. Trzema markerami wykazano
heterozygotycznosc obiektu Progress. Jeden marker wykazywat heterozygotycznosc
catego obiektu PS II.

Pomidor
S. lycopersicum 4 10

U bobu wszystkie 10 testowanych markerow wykazywato polimorfizm w badanym
zestawie odmian. Markery te wygenerowaty ogotem 38 réznicujacych produktow
amplifikacji. Kazdy z zastosowanych markerow w przynajmniej jednej odmianie
wykazywat zmienno$¢ wewnatrzobiektowa. Jedynie dla odmiany Bizon zmiennosci takiej
nie wykryto zadnym z zastosowanych markerow. Przy uzyciu oSmiu markeréw uzyskano
profile wskazujace na heterozygotycznos¢ niektdrych roslin. Najwiecej takich przypadkow
odnotowano dla odmian Bartek i Bonus. Zaden profil heterozygotyczny nie wystapit u
roslin z odmiany Bizon.

Béb
V. faba 4 10




Kapusta_ BP 35

Informacja nt. miernikdw tematu badawczego

Informacja nt. prezentacji wynikow badan

Prezentacja wiynikdw na konferencjach

Lp. wartosé wartosé stopien
miernik miernika miernika realizacji
podana w zrealizowana zadania
opisie zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
1 Liczba genotypow testowanych z wykorzystaniem
wybranych metod indukcy haploidow w warunkach 13 13 1,00
R Viiro
2 Liczba testowanych kombinacji pozywek do 9 9 1.00
indukcyi 1 namnazania kalusa w kulturach in vitro )
temat badawczy 2
1 Liczba typdéw obserwacji do analizy rozwoju . 2 1.00
eksplantatow - :
2 Liczba bibliotek do analizy ekspresji gendw 10 10 1,00
temat badawczy 3
1 Liczba analizowanych obiektéw salaty 1 paprvka & & 1,00
2 Liczba markeréw testowanych na materiatach sataty 15 15 1,00
Lu:zba_ markeréw testowanych na materiatach 15 15 1,00
papryki
4 Liczba analizowanych obiektéw rodzicielskich
) - 8 8 1,00
pomuidora 1 bobu
5 Llczba markeréw testowanych na materiatach 10 10 1,00
pomidora
6 Liczba markeréw testowanych na mateniatach bobu 10 10 1,00
SREDNIA 1,00
% REALIZACJTI 100%
ZADANIA

lp. konferencya prezentacja liczba liczba
1 prezentacit prezentacii
podana wopisie | zrealizowana
zadaniz
1. 19t International Symposium on Agriculture, 11-16 luty
2024, Chorwacja
1 ozoba, wyniki z 2023 1., androgeneza u bobu, poster 1 1
sprawozdanie str. 9-10, 30-32, 50-51
2 XVI Kenferencja Kultur In Vitro 1 Biotechnologii
Fodlin, 23-23 wrzeinia 2024, Krakow, Polska 1 1
1 osoba, wyniki z 2023 1., gynogeneza u pomidora, poster
sprawozdanie str. 11-13 20-30_48-30
9th Central European Congress of Life Sciences
Eurobiotech, 27-28 czerwea 2024, Erakow, Polska " 1 1
1 osoba, wyniki z 2023 1 ind. partenogeneza u bobu, poster
sprawozdanie str. 12 32-33 51-33
Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych
moenografia‘czasopismo liczha :
- = " blikacig? | Publikaci liczba
o 13 podana w pub.hhaj.::p
. ._ | zrealizowana
opizie zadania
1. Current status of haploidization in cool-season grain
legume crop species (z uwzglednieniem wynikdw z ind. | przegladow 1 1
partenogenezy u bobu z lat 2021 (str. 20-21, 33-36, 50- a

31312022 (str. 22-23_36-37, 53-348)

Adres pod ktédrym wyniki badan sg dostepne na stronie internetowej wnioskodawcy

https://projekty.urk.edu.pl/projekty/postep-biologiczny-mrirw
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