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W ramach projektu zrealizowano 2 tematy badawcze. 

Temat Badawczy 1

Ocena przydatności wyselekcjonowanych markerów RAPD i ISSR do selekcji nowych form żyta o podwyższonej zdolności do androgenezy oraz analiza ekspresji 2 wybranych genów:  SERC i SNAC1.

Cel tematu badawczego 1


Celem tematu badawczego 1 była ocena polimorfizmu DNA za pomocą markerów RAPD i ISSR oraz poszukiwanie markerów DNA powiązanych z efektywnością indukcji androgenezy i regeneracji roślin zielonych w kulturach pylników 16 nowych genotypów żyta dla selekcji genotypów o wysokiej podatności na haploidyzację oraz analiza polimorfizmu genów SERK i SNAC1 w aspekcie oceny ich przydatności do selekcji form o wysokiej embriogenności mikrospor i poszukiwania form żyta o wysokiej embriogenności mikrospor i pylników.

Metodyka 

Genotypy żyta (16 genotypów będących materiałami hodowlanymi o zróżnicowanym pochodzeniu) poddane indukcji androgenezy w kulturze pylników stanowiły materiał roślinny do analizy polimorfizmu  DNA z zastosowaniem markerów RAPD i ISSR oraz analizy genów SERK i SNAC1. Do analizy polimorfizmu DNA techniką RAPD i ISSR zastosowano 30 starterów nukleotydowych, które wybrano na podstawie literatury i  badań własnych. 
Wyniki


 Z przetestowanych 15 starterów oligonukleotydowych o losowej sekwencji (RAPD) otrzymano polimorfizm prążkowy, który pozwolił na określenie podobieństwa genetycznego pomiędzy badanymi 16 obiektami żyta. Podobieństwo genetyczne badanych 16 obiektów żyta mieściło się w zakresie od 80% pomiędzy genotypami PHR5/20 i PHR6/20  do 75% pomiędzy genotypami S1253/19 i S1292/19. Analiza otrzymanego dendrogramu UPGMA (Unweighted Pair Group Method of Aritmetic Means) wykreślonego na podstawie podobieństwa genetycznego (GS) pozwoliła na wyróżnienie 2 głównych grup podobieństw pomiędzy badanymi 16 obiektami żyta. W obu grupach podobieństwa znajdowały się  genotypy o zróżnicowanym pochodzeniu.


Z przetestowanych 15 starterów oligonukleotydowych o znanej sekwencji (ISSR) otrzymano polimorfizm prążkowy, który pozwolił na określenie podobieństwa genetycznego pomiędzy badanymi 16 obiektami żyta. Spośród 15 analizowanych starterów reakcji ISSR do określenia współczynników dystansu genetycznego wybrano 14 dających wyraźne obrazy elektroforetyczne oraz charakteryzujące się polimorficznością. Podobieństwo genetyczne (GS) pomiędzy badanymi materiałami hodowlanymi wyniosło od 90% dla genotypów PHR5/20 i PHR8/20 oraz S1253/19 i S1323/19. Podobnie wysokim podobieństwem genetycznym na poziomie 88% charakteryzowały się genotypy S1292/19 i S1337/19. Na dendrogramie wykreślonym na podstawie współczynników  zróżnicowania genetycznego można wyróżnić 2 główne grupy podobieństwa genetycznego (GS), w obrębie których skupiają się genotypy o zróżnicowanym pochodzeniu. 


Na podstawie analizy produktów otrzymanych w reakcji ze starterami specyficznymi dla genów SERK i SNAC1 stwierdzono obecność pojedynczych produktów polimorficznych jednoznacznie różnicujących 16 badanych obiektów żyta.  
Dla genu SERK obecność poszukiwanego produktu wielkości 234 pz stwierdzono dla 7 genotypów: PHR3/20, PHR6/20, PHR8/20, S1292/19, S1323/19, S1341/19 i S1347/19. Pozostałe 8 genotypów żyta nie wykazywało obecności poszukiwanego produktu reakcji PCR. Dla genu SNAC1 obecność poszukiwanego produktu wielkości 500 pz stwierdzono dla 4 genotypów: PHR1/20, PHR8/20, S1253/19, S1350/19. Pozostałe 12 genotypów żyta nie wykazywało obecności poszukiwanego produktu reakcji PCR.
Wnioski

Na podstawie wyników otrzymanych w trakcie realizacji tematu badawczego 1 sformułowano następujące wnioski:

1. W wyniku przetestowania 30 starterów (15 losowych 10 nukleotydowych dla RAPD i 15 o wybranej znanej sekwencji powtarzalnej nukleotydów dla ISSR) stwierdzono, że w reakcjach ISSR otrzymywano wyższą liczbę produktów, a wyniki analiz były bardziej powtarzalne.

2. Wartości podobieństwa genetycznego uzyskane w oparciu o polimorfizm markerów RAPD i ISSR mieściły się w zakresie od 61% dla genotypów PHR2/20 i S1350/19 do 82% dla genotypów PHR5/20 i PHR7/20 a otrzymane dendrogramy odzwierciedlały podobieństwo genetyczne badanych form i ich pochodzenie.

3. Na podstawie analizy produktów otrzymanych w reakcji ze starterami specyficznymi dla genów SERK i SNAC1 stwierdzono, występowanie produktów polimorficznych, który umożliwił jednoznaczne zróżnicowanie 16 badanych obiektów żyta. Obecność produktu wielkości 234 pz stwierdzono dla 7 genotypów a 500 pz dla 4 z 16 badanych genotypów.
Temat badawczy 2
Testowanie traktowania wstępnego kłosów temperaturą 4oC w kulturze pylników i izolowanych mikrospor żyta.

Cel tematu badawczego 2


Celem tematu badawczego 2 była ocena wpływu zoptymalizowanego traktowania wstępnego kłosów żyta  (temperatura 4oC – kontrola bez traktowania, 2 i 7 dni w 4oC) oraz pożywki C17 wyselekcjonowanej w latach 2015-2019 na indukcję androgenezy i regenerację roślin w kulturach pylników i izolowanych mikrospor żyta. Wyselekcjonowane w poprzednich latach realizacji zadania pożywka oraz dodatek nanomolekuł wymagają sprawdzenia powtarzalności dla nowych genotypów żyta oraz potwierdzenia czy zmiana poziomu ekspresji genów SERC i SNAC zaobserwowana po 2 i 7 dniach przechowywania kłosów w 4oC wpłynie pozytywnie na indukcję androgenezy i regenerację roślin żyta w kulturach pylników i izolowanych mikrospor.

Metodyka 


Genotypy żyta wyprowadzone w ramach umów na usługi badawcze wykonane w 2020 r. wykorzystano jako rośliny donorowe do badań w kulturach pylników, a dwa skrajne – o najwyższej i najniższej efektywności androgenezy w kulturach pylników wybrano jako rośliny donorowe do kultur izolowanych mikrospor. Kłosy z mikrosporami jednojądrowymi ścinano i poddawano stresowi termicznemu przez 2 i 7 dni w 4oC oraz kontrola – bez traktowania niską temperaturą.
Wyniki 


W trakcie realizacji tematu badawczego 2 wyłożono 36.000 pylników z 480 kłosów z 16 genotypów żyta wyprowadzonych w ramach usług badawczych, z których otrzymano 162 kalusy mikrosporowe i 0 roślin zielonych. Średnia efektywność androgenezy na 100 wyłożonych pylników dla 16 badanych genotypów żyta, wynosiła 0,46%. Najwyższą liczbę pylników tworzących struktury androgeniczne zaobserwowano dla genotypu PHR8/20  – 15 kalusów mikrosporowych na pożywce po 7 dniach chłodzenia kłosów. 


Podczas prowadzenia kultur izolowanych mikrospor zbadano wpływ genotypu i traktowania wstępnego na indukcję androgenezy u dwóch wyselekcjonowanych genotypów z kultur pylników żyta – wybrano genotypy PHR8/20 oraz S1292/19 różniące się pochodzeniem oraz charakteryzujące się najwyższą efektywnością indukcji androgenezy w kulturze pylników. Największą średnią liczbę mikrospor powiększonych, które najdłużej się dzieliły otrzymano dla obu badanych genotypów na pożywce C17 po dwudniowym przechowywaniu kłosów w temperaturze 4oC. Najwyższą liczbę mikrospor żyta podlegających podziałom zaobserwowano dla genotypu PHR8/20 w traktowaniu kontrolnym – średnia liczba mikrospor z podziałami wynosiła 61,8, a najniższą dla genotypu S1292/19 po dwóch dniach przechowywania kłosów w temperaturze 4oC – śrenio 0,7 mikrospory w polu widzenia. Najniższe średnie liczby zamierających mikrospor dla obu badanych genotypów zaobserwowano po traktowaniu kontrolnym, odpowiednio 1,3 komórki dla S1292/19 i 2,4 dla PHR8/20.

Wnioski

Na podstawie wyników otrzymanych w trakcie realizacji tematu badawczego 2 sformułowano następujące wnioski:

1. Traktowanie ściętych kłosów żyta temperaturą 4oC przez 7 dni było najefektywniejsze dla indukcji androgenezy w kulturze pylników na pożywce C17, dla tego traktowania zobserwowano najwyższą liczbę otrzymanych struktur kalusa mikrosporowego – 96. 

2. Na podstawie oceny efektywności indukcji androgenezy w kulturach pylników 16 genotypów żyta stwierdzono, że traktowanie pylników temperaturą 4oC  przez  2 i 7 wpłynęło pozytywnie na analizowane parametry androgenezy dla badanych 16 genotypów żyta, które tworzyły struktury androgeniczne z wyższą efektywnością na po zastosowaniu traktowania chłodem  przez 2 i 7 dni – odpowiednio po 2 dniach 51 kalusów mikrosporowych, po 7 – 96 kalusów, a kontrola – 15 kalusów.  

3. Genotypami wyselekcjonowanymi jako potencjalnie embriogenne do kultur izolowanych mikrospor były PHR8/20 i S1292/19, które nie wykazały zdolności do androgenezy w warunkach in vitro. Najwyższą średnią liczbę mikrospor dzielących się i powiększonych zaobserwowano dla obu badanych genotypów po zastosowaniu traktowania wstępnego kłosów roślin donorowych temperaturą 4oC przez 7 dni.
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