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Zadanie nr 86 „Haploidyzacja żyta – diagnostyka molekularna oraz wpływ nanomolekuł na wspomaganie indukcji i regeneracji roślin w warunkach in vitro” dotyczy badań nad androgenezą w kulturach pylników i izolowanych mikrospor żyta. Haploidyzacja żyta w kulturze in vitro nie ma jeszcze charakteru aplikacyjnego pomimo wielu prac dotyczących efektywnej metodyki indukcji haploidów tego gatunku. Czynniki wpływające na efektywność androgenezy żyta są bardzo liczne. Jako główne należy wymienić: szeroko pojęty genotyp rośliny donorowej oraz czynniki poza genetyczne czyli: warunki wzrostu roślin donorowych, wpływ traktowania wstępnego pylników i izolowanych mikrospor, skład pożywki (źródło węglowodanów, zastosowane regulatory wzrostu i rozwoju roślin, potencjał osmotyczny pożywki, stopień zestalenia i pH), a także warunki prowadzenia kultur. Czynniki warunkujące androgenezę są rozpoznane, natomiast metodyki kultur pylników i izolowanych mikrospor żyta nadal wymagają doskonalenia w aspekcie podnoszenia wydajności tego procesu oraz przełamywania ograniczeń genotypowych. W 2016 roku w trakcie realizacji zadania nr 86 wykonano testowanie wpływu nanomolekuł (siarczanu cynku, siarczanu miedzi, n-butanolu, Ficollu 400) na indukcję androgenezy i regenerację roślin haploidalnych w kulturze pylników żyta. Ponieważ brak danych dotyczących wpływu siarczanu cynku, siarczanu miedzi, n-butanolu, Ficollu 400 na kultury pylników i izolowanych mikrospor żyta wskazane było przetestowanie wymienionych związków jako dodatków do pożywek indukujących androgenezę, szczególnie dla gatunku opornie regenerującego w warunkach in vitro – a do takiego zalicza się żyto. 

Kolejną metodą otrzymywania roślin haploidalnych na drodze androgenezy są kultury izolowanych mikrospor. Technika ta jest dla gatunku Secale cereale L. stosowana sporadycznie i brak jest licznych prac, w których powiodła się regeneracja roślin z mikrospor.

W celu zmiany gametofitycznej drogi rozwoju mikrospor na sporofityczną w kulturach pylników zbóż powszechnie stosuje się traktowanie wstępne kłosów niską temperaturą. Dla osiągnięcia analogicznego rezultatu w kulturach izolowanych mikrospor zbóż, a szczególnie jęczmienia i pszenicy, dodatkowo wykorzystywany jest mannitol w różnych stężeniach, który podnosi efektywność androgenezy i regeneracji roślin, dlatego w trakcie realizacji zadania nr 86 w 2016 r. przetestowano liczne traktowania wstępne kłosów i pylników żyta.
Temat badawczy 1/2016

Testowanie modyfikacji składu pożywki C17 poprzez dodatek nanomolekuł


Celem tematu badawczego 1 była ocena wpływu nanomolekuł (siarczanu cynku, siarczanu miedzi, n-butanolu, ficollu 400) na indukcję androgenezy i regenerację roślin zielonych 43 genotypów żyta. W trakcie realizacji tematu badawczego 1 przetestowano 43 genotypy żyta oraz na postawie otrzymanych wyników wykazano wpływ dodatku siarczanu cynku, siarczanu miedzi, n-butanolu, ficollu 400 ma indukcję androgenezy i regenerację roślin. Zaplanowany cel został w pełni zrealizowany.


Na podstawie wyników otrzymanych w trakcie realizacji tematu badawczego 1 w zadaniu nr 86 w 2016 r. sformułowano następujące wnioski:

· Wyselekcjonowane w 2015 r. genotypy żyta (Amilo, Antonińskie, Pastar, PHR9/15, S1142/14) potwierdziły w bieżącym roku realizacji zadania podatność na indukcję androgenezy i zdolność do regeneracji roślin zielonych jednak zastosowane dodatki nanomolekuł do pożywki C17 obniżyły wydajność procesu haploidyzacji żyta.

· Pożywka C17 z dodatkiem ZnSO4x7H2O była efektywniejsza dla indukcji androgenezy w kulturze pylników 5 badanych genotypów żyta (odmiany Dańkowskie Złote, PHR2/15, PHR9/15, S1142/14, S2545/14).

· Pożywka C17 z dodatkiem CuSO4x5H2O była efektywniejsza dla indukcji androgenezy w kulturze pylników 5 badanych genotypów żyta (odmian: Agrikolo, Antonińskie, Horyzo, Pastar i genotypu S2587/14).

· Najwyższą liczbę roślin zregenerowanych w kulturach pylników żyta zaobserwowano dla genotypu S1142/14 – 17 roślin na pożywce C17 z dodatkiem ZnSO4x7H2O i 13 roślin na pożywce C17 z dodatkiem CuSO4x5H2O.

· Na podstawie oceny efektywności indukcji androgenezy i regeneracji roślin w kulturach pylników 43 genotypów żyta stwierdzono, że dodatek ficollu 400 i n-butanolu wpłynął inhibująco na analizowane parametry androgenezy.

Temat badawczy 2/2016:
Ocena możliwości indukcji androgenezy w kulturach izolowanych mikrospor żyta


Celem tematu badawczego 2 w zadaniu nr 86 realizowanym w 2016 r. była ocena wpływu traktowania wstępnego kłosów i pylników żyta  (stres termiczny i osmotyczny) oraz zastosowanej pożywki na indukcję androgenezy i regenerację roślin w kulturach izolowanych mikrospor żyta. Szczególną uwagę w trakcie realizacji zadania położono na rolę stresu i pożywki w indukcji androgenezy w kulturach izolowanych mikrospor żyta. Zaplanowany cel został w pełni zrealizowany.
Na podstawie wyników otrzymanych w trakcie realizacji tematu badawczego 2 sformułowano następujące wnioski:

· Wyselekcjonowane w 2015 r. 12 genotypów żyta o wysokiej podatności na indukcję androgenezy i zdolności do regeneracji roślin zielonych nie wykazało zdolności do androgenezy w kulturach izolowanych mikrospor żyta.

· Zastosowane pożywki (pożywka 190-2 i pożywka PG-96M) do prowadzenia kultur izolowanych mikrospor charakteryzowały się zbliżoną frekwencją prawidłowo powiększonych mikrospor żyta obserwowanych w 3 i 7 dniu prowadzenia kultur.

· Zastosowanie kombinacji stresu termicznego – przechowywania kłosów w temperaturze 4oC i osmotycznego – 0,3 M roztworu mannitolu spowodowało wzrost liczby powiększonych mikrospor, przy jednoczesnym obniżeniu liczby mikrospor nie reagujących i zamierających.

· Brak traktowania wstępnego kłosów – kontrola i krótkotrwałe przechowywanie kłosów w temperaturze 4oC powodowało, że po izolacji liczba otrzymanych mikrospor była wyższa, ale spadała liczba prawidłowo powiększonych mikrospor. W przypadku połączenia obu stresów (temperatury i 0,3 M roztworu mannitolu) stwierdzono spadek ogólnej liczby otrzymanych mikrospor przy jednoczesnym wzroście liczby mikrospor powiększonych.
