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Temat badawczy 1 (2022): Screening podatnosci na indukcje procesu embriogenezy
mikrospor polskich materiatow pszenicy zwyczajnej

Celem badan byto okreslenie stopnia podatnosci na indukcje procesu embriogenezy mikrospor (EM)
polskich materiatdw hodowlanych pszenicy zwyczajnej otrzymanych od polskich hodowcow tego
gatunku: Danko Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Poznaniska Hodowla Roslin Sp. z o0.0., Matopolska Hodowla
Roslin Sp. z 0.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Hodowla Roslin Smolice Sp. z o.0.
Grupa IHAR. Wykorzystano metody kultur izolowanych mikrospor (KIM) oraz kultur pylnikowych (KP)

na pozywkach statych i ptynnych standardowo stosowane w laboratoriach obu jednostek naukowych
realizujgcych zadanie (odpowiednio IFR PAN i KGiHR UP).

Cel zadania badawczego 1 zostat osiagniety

Temat badawczy 2 (2022): Zmiana rownowagi jonowej, oksydo-redukcyjnej i hormonalnej
jako czynnik modyfikujacy efektywnosc¢ indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej

Celem badan byto okreslenie roli i mechanizmu oddziatywania wybranych czynnikdw inicjujgcych stres,
(niska temperatura (NT), wysoka temperatura (WT), stres osmotyczny (MAN)) oraz zaburzajgcych

rownowage oksydacyjno-redukcyjng i jonowgq (zredukowany glutation (GSH), selenian sodu (SS), kwas
borowy (H;BO;) w determinacji efektywnosci indukcji EM pszenicy zwyczajnej.

Cel zadania badawczego 2 zostat osiagniety




Materiaty i Metody
Temat bad.1

1. Materiat roslinny: 5 linii mieszancowych F, (CH1, MHR, K20290, K393 i SM IHAR) i 5
linii/odmian modelowych (Pavon, PO19, PO20, KGHR1 oraz KGHR2/DH150/DH1).

2. Analizowane zmienne:

¢ Warunki wzrostu roslin macierzystych: poletko (P), komora szklarniowa (KS)

¢ Traktowanie ktoséw: 10-30 dni w 4°C (KP) i 14-35 dni w 4°C + 24h w 0,4mol/l (MAN) (KIM)

% Pozywki indukcyjne: C17, ,stata lub ptynna (z 50 g/l Ficollu) + 1 mg/l 2,4-D i Dikamby +
0,5 mg/l kinetyny (KP) i KBP, 4+ 1 mg/l 2,4-D i 50mg/| AGP (KIM)

Temat bad.2

1. Materiat rodlinny: 2 linie mieszaricowe F, (K20290 i SM IHAR) i 2 linie modelowe (PO20 i
DH150) (KIM) oraz 2 linie mieszaricowe F, (K20290 i K393) oraz 2 linie modelowe (KGHR1 i
KGHR2) (KP)

2. Traktowanie ktosow (eksperyment 1):

NT: 3-5 tyg. w 4°C;

NT + WT: 3-5 tyg. w 4°C + 24h w 30°C;

NT+MAN: 3-5 tyg. w 4°C + 48h w 0,4 mol/l mannitolu (MAN), w 26°C;

NT+WT+MAN: 3-5 tyg. w 4°C + 24h w 0,4 mol/l MAN, w 30°C.

NT+MANO.7: NT+MAN w 0,7 mol/I MAN, w 26°C, 4 dni
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3. Traktowanie ktoséw (eksperyment 2):

s NT/SS+MAN: 50 i 100 umol/I selenianu sodu (SS50, S$100)

¢ NT/GSH+MAN: 0,3 i 1 mmol/l zredukowanej formy glutationu (GSHO0.3, GSH1.0)
% NT/ H;BO;+MAN: 0,8 i 1,6 mmol/l kwasu borowego (H;80; 0.8, H;B0,1.6).

Fig.1. Schemat procedury
indukcji EM

4. Analiza wybranych parametréw fizjologicznych w pylnikach z ktosédw swiezo scietych (K), po traktowaniu NT i po
NT/SS+MAN: - zawartos¢ mikro- i makroelementdéw; - poziom catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej (AA); - poziom
reaktywnych form tlenu (RFT); - zawartos¢ H,0,; - poziom zredukowanej (ASA, GSH) i utlenionej (DHA, GSSG) formy

askorbinianu i glutationu




Wyniki

Zadanie badawcze 1
Kultury izolowanych mikrospor (KIM, metodyka IFR PAN):

1. Zywotno$¢é mikrospor wynosita od 48 do 84% (Fig. 2) i byfa istotnie
wyzsza w kulturach zawiesinowych linii modelowych (74%) w stosunku
do linii mieszaricowych (66%)

2. Wydtuzony do 30 dni okres wstepnego traktowania ktosow miat
negatywny wptyw na efektywnos$¢ EM ozimych linii mieszancowych
pszenicy. Mikrospory kontynuowaty rozwdj generatywny, frekwencja
embriogennych mikrospor byta niska, a ich rozwéj ulegat zahamowaniu
po kilku cyklach podziatow komodrkowych (Fig.3). Liczne mikrospory
embriogenne obserwowano w kulturach linii modelowych. Jednak
rozwoj wiekszosci zostat zahamowany w stadium wielokomdrkowym.
Konncowa efektywnos$¢ EM wyniosta 0- 0,3 ZR/ktos.

3. Wydtuzenie wstepnego traktowania ktosdw stymulowato rozwdj
endogennych zakazen grzybowych i bakteryjnych w kulturach
zawiesinowych. Dodatkowy etap dezynfekcji ktosow (0,05% HgCl,)
ograniczyt ilo$¢ zakazen, jednak obnizyt Zzywotnosci mikrospor i
stopniowe obumieranie kultur w poczatkowych etapach rozwoju (do 14
dnia od dnia izolacji).

4. Dodatek do pozywki 50 mg-dm3 AGP oraz 1 mg-dm=3 2,4-D nie
wptynat istotnie na przebieg procesu EM. Po 4 tyg. kultury in vitro,
obserwowano pojedyncze, struktury wielokomdrkowe i uwolnione ze
sporodermy ELS, ktére jednak po pasazu na pozywke regeneracyjng nie
regenerowaty zielonych roslin (Fig.5).
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Wyniki:
Zadanie badawcze 1
Kultury pylnikowe (KP, metodyka KGHR UP)

1. Efektywnos$¢ EM dla linii mieszaricowych wynosita od 0 do 4ELS/100P, dla linii modelowych od 0 do 28 ELS/100P.
W zestawieniu (Fig. 6) pominieto linie K393, dla ktérej nie uzyskano ELS.

2. Najwyzszg efektywnos¢ indukcji uzyskano na ptynnej pozywce C17, , zawierajacej 50 g/| Ficollu, 1 mg/l2,4-D
i 1 mg/I Dikamby.

3. Regeneracje roslin zielonych uzyskano dla dwéch linii mieszaricowych (K20290 i SM IHAR) i trzech linii
modelowych (DH1/1, KGHR1, KGHR2) po traktowaniu ktosow niskg temperaturg (NT) przez okres od 10 do 20
dni. Efektywnos¢ regeneracji wyniosta od 0 do 2 ZR/100P dla linii mieszaricowych i od 0 do 4 ZR/100P dla linii
modelowych.
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Wyniki
Zadanie badawcze 2.
Kultury izolowanych mikrospor (KIM, metodyka IFR PAN):

1 Zywotno$¢ mikrospor wynosita $rednio 74%, tylko po traktowaniu
NT byta istotnie nizsza (54%; Fig. 7).

2. W KIM traktowania NT i NT+WT bylty mato skuteczne.
Obserwowano pojedyncze embriogenne mikrospory obumierajgce po
ok. 14 dniach kultury. Wyiszg efektywnos¢ EM uzyskano po
traktowaniu NT+MAN+WT (liczne struktury wielokomérkowe,
pojedyncze ELS i kalusy). Potencjalnie najbardziej efektywne okazato
sie traktowanie NT+MANQO.7, ktére pozwolito na zachowanie wysokiej
zywotnosci zawiesin komoérkowych (ok. 90%) przy wysokiej frekwencji
embriogennych mikrospor (Fig. 8).

3. Ze wzgledu na zaburzenia na dalszych etapach rozwoju i liczne
endogenne zakazenia grzybowe i bakteryjne nie uzyskano regeneracji
roslin zielonych.

Kultury pylnikowe (KP, metodyka KHGR UP)

1. Zréznicowane traktowania nie wptynety istotnie na efektywnos¢
EM w KP linii mieszancowych. Uzyskano od 0-2 ELS/100P (Fig.9).

U linii modelowych, najwyzszg efektywnos$¢ uzyskano po traktowaniu
NT+MAN (12 ELS/100P) dla linii KGHR2.

2. Regeneracje roslin zielonych uzyskano dla linii K29290, K393 i
KGHR1 po traktowaniu NT, a dla linii KGHR2 po traktowaniu NT i
NT+MAN. Efektywnos¢ regeneracji wyniosta Srednio od 0,7 ZR/100P
(NT) do 1,3 ZR/100P (NT+MAN).
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Zadanie badawcze 2. Kultury izolowanych mikrospor

(KIM, metodyka IFR PAN) Fig. 10

100

1. Zywotno$¢ mikrospor wynosita od 51 do 94% (Fig.10) i

byta najwyzisza po traktowaniu 100 pmol/l SS oraz 0,3 ;

mmol/l GSH (odpowiednio 89% i 83%). :

2. Traktowanie NT+MAN poprzedzone aplikacjg 50 pmol/I : J
SS (NT/SS+MAN) pozwolito na uzyskanie wysokiej =

frekwencji embriogennych mikrospor u linii K20290, PO20, "

DH150), stabszg efektywnosc¢ indukcji EM uzyskano dla linii SSSO  SS100  H,B0,08 H,80;1.6 GSHO3 GSH1.0
SM IHAR (Fig. 11). Dalszy rozwéj zostat jednak | Fgig.11

zahamowany na etapie struktur wielokomérkowych
uwolnionych ze sporodermy (ELS; Fig.12). Regeneracje
roslin zielonych uzyskano dla linii PO20 (0,2 ZR/ktos).

3. Pozostate modyfikacje (NT/SS+GSH i NT/SS+ H,BO,)
pomimo korzystnego wptywu na zywotnos$é mikrospor nie
wptynety istotnie na koncowa efektywnosc¢ indukcji EM.
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Wyniki
Zadanie badawcze 2. Wptyw traktowania indukujacego

[ug/gs.m.]

proces EM na rwnowage jonowg i oksydo-redukcyjng w
pylnikach pszenicy zwyczajnej o zréznicowanej podatnosci

na indukcje EM (metodyka IFR PAN)

1. Uzyskane wyniki wykazaty istotne zmiany zachodzace pod
wpltywem traktowania indukujagcego EM (NT, a zwtaszcza
NT/SS+MAN) we wszystkich analizowanych parametrach.

2. Wszystkie analizy wykazaty rdwniez istotne zrdznicowanie
reakcji pomiedzy badanymi liniami o rdzinej podatnosci na
indukcje EM. Obserwowano istotnie rézng amplitude (rzadziej
kierunek) zmian zawartosci makro- (Na, K, Ca, Mg) i
mikroelementéw (Zn, Fe, Mn, Cu i Mo; Fig.13), wzglednej
akumulacji reaktywnych form tlenu (RFT; Fig.14) i catkowitej
aktywnosci antyoksydacyjnej (AA; Fig.15)
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Fig. 14. Wzgledna zawartos¢ RFT
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Fig.16 H,0,
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Podsumowanie i Wnioski

Przeprowadzone w roku 2022 badania pozwolity na wprowadzenie modyfikacji proceduralnych i wybranie
potencjalnie najbardziej efektywnej kombinacji czynnikdw stresowych pozwalajgcej na zachowanie wysokiej
zywotnosci przy réwnoczesnej efektywnej zmianie kierunku rozwoju mikrospor badanych genotypdéw
pszenicy. Niezbedna jest dalsza optymalizacja procedury indukcji EM jednak podstawowy warunek jakim jest
uzyskanie duzej liczby embriogennych mikrospor w dniu izolacji zostat spetniony.

Wykazano, ze przedtuzeniu okresu traktowania wstepnego ktosow niskg temperaturg ponad 21 dni
towarzyszy nagromadzenie niekorzystnych czynnikdw blokujgcych indukcje EM, a stymulujgcych rozwdj
endogennych mikroorganizmow (bakterii i grzybow).

Wyniki badan potwierdzajg hipoteze, iz linie pszenicy ozimej bardziej oporne na indukcje EM linii
charakteryzuje wyzsza wrazliwosci na stres indukujgcy zmiane kierunku rozwoju mikrospor.

Kolejnym etapem prac bedzie opracowanie sktadu pozywek hodowlanych, niezwykle istotnych dla
prawidtowego rozwoju zaindukowanych ELS, zwtaszcza w przypadku kultur izolowanych mikrospor.
Zaplanowane na rok 2023 analizy profilu hormonalnego i epigenetycznego powinny pozwoli¢ na identyfikacje
przyczyn zaburzen obserwowanych na dalszych etapach rozwoju embriogennych mikrospor, dobér
odpowiedniej kombinacji egzogennych substancji hormonalnych oraz potencjalne zastosowanie czynnikow
modyfikujgcych epigenom.



