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Warzywa_ BP 35 Cele

Lp.

Tytut i cele zadania

Czy cel zostat osiggniety

Opracowanie metody indukcji haploidow i badanie czynnikéw stymulujacych gametyczng embriogeneze

(GE)

1.1

Zgromadzenie i wyprowadzenie (kontrolowane zapylenia) kolekcji
materiatow wyjsciowych (4 gatunki do ind. haploidédw oraz 1 gatunek, jako
zapylacz do indukcji partenogenezy)

TAK

1.2

Analiza stadiow rozwojowych eksplantatu (pylniki, stupki)

TAK

1.3

Analiza przydatnosci poszczegdlnych metod haploidyzacji do indukcji GE u 4
gatunkéw (satata: andro- i gynogeneza, papryka: androgeneza, pomidor:
andro- i gynogeneza, bdb: androgeneza, ind. partenogeneza)

TAK

1.4

Analiza wptywu wybranych czynnikéw fizycznych (stres temp.), oraz
chemicznych (baza pozywki i substancje wzrostowe) na haploidyzacje

TAK




Warzywa_ BP 35 Metody

Tytut zadania i stosowane metody

1.1 Zgromadzenie i wyprowadzenie (kontrolowane zapylenia) kolekcji materiatdw wyjsciowych (4 gatunki do ind. haploidow oraz 1
gatunek, jako zapylacz do indukcji partenogenezy)

Wysiewy nasion badanych gatunkéw w warunkach polowych, szklarniowych i fitotronowych, pielegnacja roslin, ochrona przeciw chorobom i szkodnikom,
izolacja roslin, kastrowanie, kontrolowane zapylenia reczne

1.2 Analiza stadiow rozwojowych eksplantatu (pylniki, stupki)

Ocena zywotnosci pytku (acetokarmin, b. Aleksandra), ocena stadium mikrosporogenezy — preparatyka cytologiczna, barwienie preparatow (DAPI),
mikroskopia fluorescencyjna i Swiatta przechodzacego w celu ustalenia wielkosci pgka do androgenezy, dokumentacja fotograficzna

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

1.3 Analiza przydatnosci poszczegdlnych metod haploidyzacji do indukcji GE u 4 gatunkéw (satata: androgeneza i gynogeneza
papryka: androgeneza, pomidor: andro- i gynogeneza, béb: androgeneza, ind. partenogeneza)

Odkazanie materiatéw do kultur — rézne procedury i zwigzki chemiczne

Androgeneza - izolacja pylnikéw (mikroskopia stereoskopowa, izolacja igtami preparacyjnymi) i mikrospor (maceracja mechaniczna, filtrowanie, wirowanie,
obliczanie gestosci zawiesiny przy pomocy hemocytometru), obserwacje zwrotnosci mikrospor w kulturze — mikroskopia fluorescencyjna

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

Indukowana partenogeneza — wykonanie kastracji pgkdw kwiatowych, zapylen recznych, oprysku auksyng 2,4-D, izolacja zalgzni i stupkdw przy uzyciu lupy
stereoskopowej)

Cytometria przeptywowa (FCM)

1.4 Analiza wptywu wybranych czynnikow fizycznych (stres temp.), oraz chemicznych (baza pozywki i substancje wzrostowe) na
haploidyzacje

Indukcja szokdéw termicznych (32°C lub 4°C) przez okreslony czas (2, 4 dni) na pylniki i mikrospory i zalgznie - termostaty
Wptyw pozywki (baza pozywki i regulatory wzrostu) wptyw dodatkéw do pozywki (azacytydyna, aminokwasy, kw. askorbinowy, putrescyna, fitohormony )




Warzywa_ BP 35 Wyniki ZADANIE 1.1

Zgromadzenie i wyprowadzenie (kontrolowane zapylenia) kolekcji materiatéw wyjsciowych (4
gatunki do ind. haploidéw oraz 1 gatunek jako zapylacz do indukcji partenogenezy)

L Kolekeja obiekt6w bazowych i zapylaczy Material | Nazwa rodzaju | Nazwalaciiska | Liczba obiekiow | —Nazwa obiektu

Bazowy satata Lactuca sativa linia 209, linia 212
papryka Capsicum annuum z Roberta, linia 13
omidor . r. ptodne: linia 205/19, 221/19,
E i e . r. :)nqskosterylne: I-(/ISlO, II-/PS
& bob Vicia faba 4 Bartek, Rambos, Bachus, Bonus
3 fasola Lathyrus odoratus 1 Mieszanka  nasion  odmian
Senator, Kenneth, America
13
Prowadzenie roslin donorowych do haploidyzacji u
: pomidora i bobu oraz zapylacza do indukgji
§ partenogenezy u bobu. Uprawa szklarniowa roslin

pomidora - rozsada roslin meskosterylnych przed
przesadzaniem do donic (a) kwitngce rosliny
pomidora (b). Rosliny bobu — mtode siewki gotowe
do przeniesienia do komar wegetacyjnych (c) oraz
kwitngce rosliny bobu w komorach przeznaczone do
ind. partenogenezy (d). Kwitngce rosliny groszku
pachnacego (zapylacz dla bobu) w uprawie polowej

(e).

Solanum lycopersicum

Viciafaba  Lathyrus odoratus

W biezgcym roku obiektami krzyzowan

byly odmiany: Bizon, Rambos, Bolero, Liczba Liczba krzyzowan z . Liczba
Buffalo oraz linia hodowlana 3280. wyko.nanytih ktorych uzyskano straki uzysk:imych
Ogdétem  wykonano 10 kombinacji krzyzowarn ——
iy y _ . krzyzowan miedzy w/w obiektami. W 400 80 148
Uprawa roslin donorowych do haploidyzacji u sataty i papryki. Uprawa obrebie tych kombinacji wykonano 400
szklarniowa sataty (a,b) uprawa szklarniowa papryki (c), pgki kwiatowe na krzyzowan. Oceniano wydajnos¢ wigzania
roslinie donorowej papryki (d) nasion.

Strak z nasionami po recznym zapyleniu
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ZADANIE 1.2 Satata — k. mikrospor
. .2 . - . Papryka — k. pylnikow i k. mikrospor
Analiza stadiow rozwojowych eksplantatu (pylniki, mikrospory) Pomidor — k. mikrospor

Bdb - k. pylnikéw i k. mikrospor
1. Ocena zywotnosci pytku donorow do androgenezy i zapylacza do ind. partegogenezy

satata 92-93% By @ Ocena zywotnosci pytku papryki na
9 e ’ . preparatach  barwionych wg. metody

papryka 76-85% Aleksandra. Zywotne ziarna pytku wybarwiaja

pomidor 81-85% ' “ é sie na intensywnie czerwony kolor.
béb 93-96% L .
—
groszek pachnacy 92-98% ° ® 3
2. Ocena stadium mikrogametogenezy w pgkach kwiatowych — na czerwono oznaczono optymalne stadia wybrane do doswiadczen
| actuca sativa £ 100 - Htetrady m1-jadr. H2-jadr. Solanum chopersiCUToo H tetrady 1- jadr. W 2-jadr.
2 8 I . ‘ S C] -
Y 60 I g 80
] = 60
g 40 & 4
§ 20 o
3 E a5 >10 - 89  >10
wv o—
209 212 3 205/19 221/19
Dtugos¢ paka (mm) i genotyp v Dtugosé paka (mm) i obiekt
W tetrady = 1-jadr. W 2-jadr. _ H tetrady 1-jadr. centr. M 2-jadr.
z Vicia faba £ 1
3 80 3 80 I
> 0 = Z 60
g 40 S § 20 I
S £5 N 5 20
o
5 o = — ‘ E o
v Roberta Linia 13 & Bonus Bachus

Dtugosc paka (mm) i genotyp Dtugos$é paka (mm) i genotyp
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Gat. /typ kultury

gynogeneza Satata - k. zalgzni

ZADANIE 1.2

Analiza stadiow rozwojowych eksplantatu (zalgznie) pomidor/kult. fragm.
Zalazni/ kult. zalgzkéw
2. Ocena dojrzatosci zalgzni i wykonanie zapylen — na fotografiach indukowana  bob x groszek pachnacy
pokazano wybrane do doswiadczen stadia rozwoju paka u o ) ) o partenogen. - kult. stupkéw i kult.
3. Barwienie tagiewek i zalgzni zalazkow

poszczegolnych gatunkéw, poprzedzajgce samozapylenie
btekitem aniliny - V. faba zapylane L. odoratus

L. sativa — pgki do gynogenezy

Stupki barwione btekitem aniliny w wybranych

X171 1Y BT TT WY
: 'ﬁ: Iﬁgggx ': . . kombinacjach doswiadczenia. Obserwacje po 24 h
= m & =Y ' TT T et y S. lycopersicum — pqki do od zapylenia. Opis: groszek zapylano groszkiem
S e nlll | T e gynogenezy, r. meskosterylne (groszek x) - widoczny pytek na znamieniu (a) i
Pl . : e liczne tagiewki pytkowe (b); béb zapylono pytkiem
o B b |

bobu (bdb x): widoczne kietkowanie pytku na
znamieniu (c) i wnikanie tagiewki do zalgzka przez
mikropyle (d); pytek groszku nanoszono na znamie
bobu (bdb x groszek) - widoczne kietkowanie
pojedynczych ziaren pytku na znamieniu (e) i
niezapylone zalgzki w zalgzni (f). Biata strzatka
wskazuje tagiewki pytkowe, strzatka zotta zalgzki.
Skala 500 pm.

)

4 by A A4 LU 0 » B a8 D .
Pak z zamknietymi pylnikami (2) i widocznym znamieniem stupka (1)

V. faba — pgki do indukowanej
partenogenezy

groszek x béb x béb x groszek

m pojedyncze mliczne mbrak

100
20
80
70
60
50
40
30 kontrole: béb x, groszek x
20 K1- bez zapylenia i bez oprysku 2,4-D;
10 K2- bez zapylenia i oprysk 2,4-D,
0 K3- zapylenie, bez oprysku 2,4-D;
K1 K2 K3 K4 K1 K2 K3 K4

K4- zapylenie i oprysk 2,4-D

Stupki z {agiewkami (%)

Bartek Rambos béb x groszek x

Kombinacja zapyler i obiekt

Kietkowanie tagiewek pytkowych w réznych kombinacjach doswiadczenia nad indukcjg
1,5-1,8cm partenogenezy u bobu. Obserwacje 24 h po zapyleniu/oprysku.
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Satata
L. sativa

Papryka
C. annuum

Pomidor
S. lycopersicum

Bdb
V. faba

ZADANIE 1.3

Analiza przydatnosci poszczegdlnych metod haploidyzacji do indukcji GE u 4 gatunkow

Androgeneza

Gynogeneza

Androgeneza

Androgeneza

Gynogeneza

Androgeneza

Induk. partenogeneza
po zapyleniu pytkiem
groszku pachnacego (L.
odoratus)

Kultury izolowanych mikrospor

Kultury zalgzni

Kultury pylnikow

Kultury izolowanych mikrospor

Kultury izolowanych mikrospor

Kultury fragmentow zalgzni

Kultury zalgzkow
Kultury pylnikow

Kultury izolowanych mikrospor

Kultury stupkow

Kultury zalgzkow

Kalus z kultur mikrospor

Kalus na zalazniach

Kalus na pylnikach

Kalus z kultur mikrospor

Brak rozwoju

Kalus na zalazniach

Kalus na zalazkach
Kalus na pylnikach

Brak rozwoju

Kalus na stupkach

Kalus na zalazkach

Zywotnos¢ mikrospor 18-35%, niska aktywnosé
mitotyczna

Analiza cytometryczna (FCM) wykazata tylko
poliploidalny kalus (4x, 6x)

Bardzo niska zywotno$¢ mikrospor 1-5%, niska
aktywno$¢ mitotyczna

Zywotnos¢ mikrospor 22-27%, niska aktywnosé
mitotyczna 1-3%

Kalus gtownie na scianach zalazni i tozysku, nie z
zalazkow

Uzyskano haploidalny kalus (FCM)
Efektywnos¢ rozwoju kalusa 0,3-0,8%

Niska zywotnos¢ mikrospor 10-11%, bardzo niska
aktywnos¢ mitotyczna 0-0,15%

Rozwdj kalusa na zewnetrznych tkankach stupka

Rozwoj kalusa gtéwnie od strony mikropylarnej
zalazkow
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ZADANIE 1.4

Analiza wptywu wybranych czynnikow fizycznych (stres temp.), oraz chemicznych (baza pozywki i substancje wzrostowe) na
haploidyzacje

Technika
haploidyzacji

Pozywka/ dodatki

do pozywki

Stres
temperaturowy

Wyniki

Wyselekcjonowane
parametry

Metoda
haploidyzacji
Satata Androgeneza
L. sativa
Gynogeneza
Papryka Androgeneza
C. annuum

Kultury mikrospor 1+col przez 24 h,

potem pasaz na
pozywke 1,

Kultury zalgzni

MS, B5
kwas askorbinowy,
aminokwasy (glu i ser),
fitohormony
(BAP+IAA, NAA+2,4D)

Kultury pylnikéw

MS, B5,
azacytydyna,
putrescyna,
aminokwasy (glu i ser),
fitohormony
(NAA+BAP+wegiel)

Kultury mikrospor 1,2

32°C przez 4 dni

32°C lub 4°C przez
4 dni

32°C przez 4 dni

32°C przez 4 dni

- niska efektywnos¢ rozwoju kalusa (<10%
szalek)

- brak pozytywnego wptywu szoku
termicznego

- pozywka B5,

- kw askorbinowy nie zwiekszat liczby
zalazni z kalusem

- aminokwasy - brak reakcji na poz. z
seryng, glutamina stymuluje kalusa tylko u
jednego obiektu

- brak pozytywnego wptywu
fitohormondéw

- szok termiczny efektywny tylko u
jednego obiektu

- pozywka MS,

- azycydyna — rozwdj kalusa u obu
obiektow

- putrescyna — rozwaj kalusa stymulowany
nieznacznie tylko u jednego obiektu
- Aminokwasy — rozwdj kalusa
stymulowany u obu obiektow

- Fitohormony — rozwdj kalusa
stymulowany u obu obiektow

- szok termiczny efektywny tylko u
jednego obiektu

- pozywka 2
- szok termiczny bardzo efektywny, ale
tylko u jednego obiektu

nie okreslono warunkow

pozywka B5 (B5, 0,6 mg/I BA i
0,1 mg/I NAA)
32°C przez 4 dni

pozywka MS (0,004 mg/l 2,4D
oraz 0,1 mg/I kinetyny)
azacytydyna 2,44 mg/|
Aminokwasy (800 mg/I
glutamina i 100 mg/l seryna)
Fitohormony (4 mg/I NAA, 0,1
mg/1 BAP, 2,5 g/l wegiel)

Pozywka 2 (MS, 0,4 mg/l 2,4D i
0,1 mg/I kinetyny)
32°C przez 4 dni
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ZADANIE 1.4

Analiza wptywu wybranych czynnikdéw fizycznych (stres temp.), oraz chemicznych (baza pozywki i substancje wzrostowe) na

haploidyzacje

Metoda Technika Pozywka/ dodatki Stres Wyniki Wyselekcjonowane
haploidyzacji haploidyzacji do pozywki temperaturowy parametry

Pomidor Androgeneza
S. lycopersicum
Gynogeneza
Bdb Androgeneza
V. faba
Induk.
partenogeneza
po zapyleniu
fasolg

Kultury mikrospor

Kultury
fragmentodw zalazni

Kultury zalgzkéw

Kultury pylnikow

Kultury mikrospor

Kultury stupkow

Kultury zalgzkéw

32°C lub 4°C przez

TMCS, 2 dni

TMC1

G2,
G4

3,
TG2
Pg-96,
190/8 32°C lub 4°C przez
2 dni

190/7,
PMC 32°C lub 4°C przez
2 dni

G6,
H2

G6,
H2

- niska efektywnos¢ podziatow (0,8-3,6%)
- podziaty na obu pozywkach i po
dziataniu obu stresow

- powiekszanie sie tkanek somatycznych
zalazni i kalusowanie ze $cian zalgzni oraz
fozyska, gtéwnie na poz. G4 w ciemnosci

- kalusowanie na obu pozywkach

- niska frekwencja kalusa (0-1,7%)
- wiecej kalusa na pozywce 190/8 i po
szoku wysokiej temp.

- niska efektywnos¢ podziatow (do 0,4%)
tylko u odm. Bonus na poz. 190/7 po
szoku wys. temp a na poz. PMC po szoku
niskiej temp

-wiecej stupkow powiekszonych i
kalusujacych na poz. G6

- kalusowanie tylko na powierzchni
stupka

- wiecej zalgzkow powiekszonych i
kalusujacych na poz. H2

- kalusowanie od strony mikropyle

nie okreslono warunkow
brak rozwoju

nie okreslono warunkodw, kalus
poch. somatycznego na obu
pozywkach

pozywka TG2 - rozwdj
haploidalnego kalusa

pozywka 190/8 (B5 z
dodatkiem 2,4D, NAA i
kinetyny) 32°C przez 2 dni

nie okreslono warunkow
brak rozwoju

nie okreslono warunkoéw, kalus
poch. somatycznego na obu
pozywkach

pozywka H2 (1/2 MS, 0,01 mg/I
IAA)
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Informacja nt. miernikdw tematu badawczego

Informacja nt. prezentacji wynikow badan

Prezentacja wynikow na konferencjach

L.p. wartosc
miernik miernika wartosé stopiefi
podana w miernika realizacji
opisie zrealizowana zadania
zadania
1 2 3 4 3
temat badawczy 1
1 Liczba genotypow zgromadzonych do wykonania
doswiadczen 13 13 1,00
(2 gat x 4 genotypy + 2 gat x 2 genotypy + 1
zapylacz)
2 Liczba typdw obserwacy do okredlema stadiow
rozwojowych  eksplantatn  (mikrosporogeneza, 3 3 1.00
Sywoinosé pviku, kiethowanie fagiewek po obcym ’
zapvieniu)
3 Liczba testowanyvch metod indukeji haploidéw w
warunkach in vitro (andre-, @mogeneza ind 3 3 1,00
partenogengza)
4 Liczba testowanych czynmkéw wplywajacych na - 2 1.00
haplowdvzacye (temperatura i pozywika) - ’
SREDNIA 1,00
% REALIZACIT 100%
ZADANIA

lp. konferencja prezentacjal liczba liczba
prezentacji prezentacii
podana w opisie zrealizowana
zadania

1. | 34 Konferencja Embriologiczna, 18-21 maja 2022
Zakopane, konf. online
1 osoba, wyniki z 2021 . kultury mikrospor poster 1 1
pomidora, sprawozdanie str. 7, 14, 26-28, 42-
Zalacznik 1
VI Polski KEongres Genetyki, 27-30 czerweca 2022
Erakow, konf stacjonarna
1 osoba, wyniki z 2021 r. gynogeneza u pomidora, poster 1 1
sprawozdanie str. 8-10, 17, 28-30, 44-47 Zalacznik
2
8t Eurobiotech, 20-22 czerwea 2022 Krakéw, konf
stacjonarna
1 osoba, wyniki z 2021 1. induk. partenogeneza u poster 1 1
salaty 1 bobu, sprawozdanie str. 5-6, 16, 18-21, 33-
36 Zalacznik 3

Publikacie w monografiach/czasopismach recenzowanych

lp. monografia’czasopismo lic_zba ) liczba

publikacja? |  Publikacyi publikacji
podana w zrealizowana
opisie zadama
1. nie dotvezy w biezacym roku - - -

Adres pod ktérym wyniki badan sg dostepne na stronie internetowej wnioskodawcy
https.//projekty.urk.edu.pl/index/site/7635
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