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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)

. Analiza stadidw rozwojowych organdw generatywnych (pylniki, stupki) TAK
badanych gatunkdéw i wybdr eksplantatow do zaktadania kultur in vitro

5 Analiza przydatnosci poszczegdlnych technik haploidyzacji do indukgcji TAK
gametycznej embriogenezy u 4 badanych gatunkéw
Analiza wptywu wybranych czynnikow fizycznych (stres temp.), i

3 . : : : TAK
chemicznych (sktad pozywki) na gametyczng embriogeneze

Opracowanie markerow molekularnych do oceny genetycznej roslin donorowych i regenerantéow

ldentyfikacja markeréw DNA do selekcji roslin donorowych do kultur in

1 |vitro u 4 badanych gatunkéw TAK
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Tytut zadania i stosowane metody

Analiza stadiow rozwojowych eksplantatu (pylniki, stupki)

Ocena zywotnosci pytku (acetokarmin, b. Aleksandra), ocena stadiéw rozwoju pytku— preparatyka cytologiczna, barwienie preparatdw (DAPI), mikroskopia
fluorescencyjna i swiatta przechodzgcego w celu ustalenia dtugosci pgka odpowiedniego do androgenezy, dokumentacja fotograficzna

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

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

Odkazanie materiatdw do kultur —rézne procedury i zwigzki chemiczne

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

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

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

Cytometria przeptywowa (FCM)

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

Aplikacja szokéw termicznych (32°C lub 4°C) przez okreslony czas (1-7 dni) na eksplantaty - termostaty
Wptyw pozywki (baza pozywki i regulatory wzrostu) wptyw dodatkéw do pozywki (np. fitohormony, fitosulfokina, kw. askorbinowy, wegiel aktywny i in.)

Identyfikacja markeréw DNA do selekcji roslin donorowych do kultur in vitro u 4 badanych gatunkéw

Izolacja DNA, kontrola jakosci wyizolowanego DNA i jego rozcieniczenie, dobdr i projektowanie starterdw,
Reakcje PCR, trawienie enzymami restrykcyjnymi produktéw PCR, elektroforeza w zelu agarozowym i poliakrylamidowym
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Analiza stadiow rozwojowych eksplantatu (pylniki, mikrospory)

rodzaju obiektow
2

EEEZ Lactuca sativa
papryka Capsicum annuum

pomidor Solanum
lycopersicum
Vicia faba
Lathyrus odoratus
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ZADANIE 1

linia 209, linia 212

Roberta, linia 13

r. ptodne: linia 221/19, 231/19

r. meskosterylne: 1-MS10, 1I-PS

Bartek, Rambos, Windsor, Bonus
Mieszanka nasion odmian Senator,
Kenneth, America

1. Ocena zywotnosci pytku donorow do androgenezy i zapylacza do

ind. partegogenezy

papryka 75-87%
pomidor 90-93%
bob 82-87%
groszek pachnacy 86-98%

o Mo

e»
L

Ocena zywotnosci pytku pomidora po
barwieniu acetokarminem. Skala 20 um.

Stadia rozwoju pytku pomidora po
barwieniu DAPI. Od lewej: tetrada
mikrospor; mikrospory z jadrem
centralnie potozonym; pytek
dwujadrowy. Skala 20 pum.

Capsicum annuum

Androgeneza/ typ kultury

Papryka — k. pylnikow i k. mikrospor
Pomidor - k. mikrospor i k. mikrospor
Badb - k. pylnikéw

2. Ocena stadiow rozwoju pytku w pgkach kwiatowych — na
czerwono oznaczono optymalne stadia wybrane do doswiadczen
M tetrady 1- jadr. M 2-jadr.
g 100 -
2 80
§- 60
8 X 40
g 20 I
g0 =
Roberta Linia 13
Dtugosc paka (mm) i genotyp

S M tetrady M 1- jadr. M 2-jadr.
= 100
E 80
>
'g‘ 60
§ X 40

20
5 I i
©
L a5 >10 45 >10

221/19 231/19
Dtugosé paka (mm) i genotyp

% 100 M tetrady ¥ 1-jadr. B 2-jadr.
3 80
o
E s 60
e = 40
5
B 0
wv

>10 >10

4-5 8-9 45 8-9

Bonus Windsor
Dtugos¢ pgka (mm) i genotyp



Warzywa_BP 35 Wyniki ZADANIE 1

. .. R gynogeneza Satata — k. zalazni
Analiza stadiow rozwojowych eksplantatu Pomidor - kult. zalazkéw
. L . indukowana béb x groszek pachnacy — kult.
1. Morfologia kwiatow - na fotografiach pokazano wybrane do partenogen. kult. zalazkéw

doswiadczen stadia rozwoju paka u poszczegolnych gatunkdw,
poprzedzajgce samozapylenie

2. Barwienie tagiewek bfekitem aniliny - V. faba zapylane L.
odoratus

S. lycopersicum — pgki do gynogenezy,

L. sativa — pgki do gynogenezy
r. meskosterylne

Stupki bobu zapylone pytkiem groszku pachnacego
i barwione btekitem aniliny. Obserwacje po 24 h
od zapylenia. Pytek groszku nanoszono recznie na
znamie bobu - widoczne kietkowanie pojedynczych
ziaren pytku na znamieniu i niezapylone zalgzki w
zalazni. Skala 500 pm.

1I-PS 1-MS10

M pojedyncze M liczne brak

90%
80%
70%
60%
50%
30%
20%
10%
0% | ||
K1 K2 K3 K4 K1 K2 K3 K4

bob x groszek x

V. faba — pgki do indukowanej
partenogenezy

S. lycopersicum — pgki do gynogenezy,
r. meskoptodne

tagiewki pytkowe w stupku
S
o
N

Bartek Rambos

Kombinacja zapylen i obiekt

Kietkowanie tagiewek pytkowych w réznych kombinacjach doswiadczenia nad indukcjg
partenogenezy u bobu. Obserwacje 24 h po zapyleniu/oprysku.

KOMBINACIJE: kontrole: bdb x, groszek x ; K1- bez zapylenia i bez oprysku GA3 ; K2- bez
zapylenia i oprysk GA3; K3- zapylenie, bez oprysku GA3; K4- zapylenie i oprysk GA3

N

1,5-2,0em
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ZADANIE2i3
Analiza wptywu wybranych czynnikow fizycznych (stres temp.), oraz chemicznych (baza pozywki i substancje wzrostowe) na
haploidyzacje
Gatunek Metoda Technika Pozywka/ dodatki Stres Wyselekcjonowane
haploidyzacji haploidyzacji do pozywki temperaturowy parametry
Satata Gynogeneza Kultury zalgzni - pozywka B5,
L. sativa - kw askorbinowy nie stymulowat rozwoju
MS, B5 - pozytywny wplyw zastosowanych
kwa:c, askorbinowy, 32°C lub 4 (;przez fltohormon.ow . . N poizywka B5 (B5, 0,6 mg/| BA
fitohormony 4-7 dni - szok termiczny nie zwiekszat efektywnosci 0,1 mg/l NAA)
(BAP, NAA, 2,4D) rozwoju ponad kontrole 10,1 mg
Papryka Androgeneza Kultury pylnikéw - pozywka B5,
- kolchicyna — pozytywny efekt u jednego
C. annuum MS, B5 obiektu Y pozylYWRY . g pozywka B5 (0,1 mg/I BA,
kolchicyna, - biotyna — rozwéj kalusa u obu obiektéw, 4mg/I NAA, 25 mg/I wegiel
biotyna, powyzej kontroli aktywny)
kwas askorbinowy 35°C przez 2 dni - kwas askorbinowy —nie zwigkszat
fitohormony efektywnosci rozwoju ponad kontrole 0,05 mg/I biotyny
(NAA, BAP) - fitohormony — rozwéj kalusa stymulowany u
wegiel aktywny obu obiektow 35°C przez 2 dni
- wegiel aktywny — rozwaj kalusa
stymulowany u obu obiektow
- szok termiczny efektywny u obu obiektow
- pozywka BS _ Pozywka 2 (0,1 mg/| BA,
- 1.30 g sacharozy — efektywne u jednego amg/I NAA, 2,5 mg/l wegiel
Kultury mikrospor VS, BS 32°C przez 2 dni obiektu aktywny)
sacharoza - szok termiczny -nieefektywny u obu
obiektow
32°C przez 4 dni
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ZADANIE2i3

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

haploidyzacje
Metoda Technika Pozywka/ dodatki Stres Wyselekcjonowane
haploidyzac;ji haploidyzac;ji do pozywki temperaturowy parametry
Pomidor Androgeneza Kultury pylnikéw 2 warianty chtodzenie pgkéw | - kalus (6-24%), wysokie zamieranie pylnikow
S. lycopersicum Pozywki state 4°C przez 2 dni - stres temperaturowy efektywny u jednego pozywka TAC4
TMC1, TAC4 obiektu _
32°C lub 4°C przez | - podioza ptynno-state nieefektywne chtodzenie pakéw
Pozywki ptynno-state 2 -3 dni
Kultury mikrospor chtodzenie pgkéw | - niska efektywnos¢ podziatow (3-5%)
4°C przez 2 dni - fitosulfokina - zwiekszata efektywnos¢ fitosulfokina
TACL TM_CG rozwoju ponad kontrole
fitosulfokina 32°C lub 4°C przez | - nieliczne podziaty na obu pozywkach i po chtodzenie pakéw
2 -3 dni dziataniu obu streséw
Gynogeneza Kultury zalgzkéw indukcja - 3 - obiekty ms i ptodne
namnazanie - TG4, - - obiekty ms efektywniejszy rozwéj kalusa pozywka 3 do indukgji
TAC3 - jednakowe kalusowanie na obu pozywkach
. e 2 wariant . . :
Bob Androgeneza Kultury pylnikow Pozvwki ‘t, i Chtodzenie pakdw | - zwiekszona frekwencja kalusa (11-15%) pozywka 190/8 (B5 z
V. faba ozywki staie 0 : i o i .
4°C przez 2 dni ELS ok 2% dodatkiem 2,4D, NAA i
190/8, 190/10 . . . . .
- wiecej rozwoju na pozywce 190/8 i po kinetyny)
ki i 32°C lub 4°C przez chtodzeniu pakéw chtodzenie pakéw
Pozywki ptynno-state 2 -3 dni - podtoza ptynno-state nieefektywne
Induk. Kultury zalgzkéw - o . . .
partenogeneza | 2 warianty dosw. ;:’:f::’églqzmw powigkszonych i kalusujacych | \\5riant 2
i 1. stupki-> zalazki > : 5
|f:)o zlapylenlu poiywka G7, G8 - - kalusowanie od strony mikropyle g:;yvgl;a G8 /ﬁ?' 062 ng/ !
asola 2. zalazki > pozywka - wariant 1 pracochtonny » 0,0 Mg/l kin, O,
- szybkie zamieranie kalusa mg/12,4-D)
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ZADANIE2i3

Analiza przydatnosci poszczegdlinych metod haploidyzacji do indukcji GE u 4 gatunkéw

Gatunek Metoda haploidyzacji Technika haploidyzacji
Satata . . . . - analiza cytometryczna (FCM) 16% aneuploidow
L sativa Gynogeneza Kultury zalgzni Kalus z zalazni e (o e
Kultury pylnikéw Kalus.z pylnlkow. - a.nallza.cytometryczna (FCM) t.ilplmdalny,
Papryka Kolchicyna w pozywce mixoploidalny (4x+8x), poliploidalny kalus (4x, 6x)
C. annuum Androgeneza
| . . ELS - bardzo niska efektywno$é
Kultury izolowanych mikrospor .
- pojedyncze struktury zarodkowe
Kultur Inikow Kalus z pylnikéw (na - kalus tylko z Srodkowej cz. pylnikow
Yy Py biegunach i ze srodk. cz.) ¥ ) cz. py
Androgeneza
spolm dor j Kultury izolowanych mikrospor | Brak rozwoju - Zywotnosc mikrospor 8-12%, niska aktywnosc
. lycopersicum Y \ P ) mitotyczna 0-7%
Gynogeneza Kultury zalgzkow Kalus na zalgzkach - uzyskano haploidalny kalus (FCM)
o Kalus z pylnikéw - efektywnos¢ rozwoju kalusa 11-15%
Androgeneza Kultury pylnikow ELS - efektywnos¢ rozwoju ELS 0-2,2%
Bob Induk. partenogeneza - A . .
V. faba . . - rozwdj kalusa gtownie od strony mikropylarnej
po zapyleniu pytkiem - N s
Kultury zalgzkow Kalus z zalagzkéw zalgzkow
groszku pachnacego (L. . . .
- szybkie zamieranie kalusa
odoratus)




Warzywa_ BP 35 Wyniki

Opracowanie markerow molekularnych do oceny genetycznej roslin donorowych i regenerantéow

W biezgcym roku dla wszystkich 4 badanych gatunkdw rozpoczeto prace nad poszukiwaniem markeréow molekularnych do

ZADANIE 4

selekcji roslin donorowych (heterozygoty) — kolorem zaznaczono potencjalnie przydatne markery

L.p. Satata Fragn;s:]t DNA Papryka Fragn;s;]t DNA Pomidor Fragr?s:]t DNA Bdb Fragn;s:]t DNA
1 |LSSAO3a 332 CM0001 120 Rex1/Rex2 160i 570 FBESO-369 _
2 |LSSA15 - CMO0002 125 Pto-f/Pto-r 520 FBESO-375 -
3 |LSSA22 221 CMO0003 160, 500 17-f/17-r 200, 610, 810 | FBESO-699 -
4 |LSSA27-1 448 CM0004 103 Mi 23-f/Mi 23-r 380 FBESO-005 -
5 |LSSA28-1 151, 220 CMO0005 160 13-f/13-r 35, 40 FBESO-053 -
6 |LSsA35R-1 316 CMO0006 130 TG 40-F/TG 40-R 405, 870 FBESO-015 205, 2212(()), 215,
7 | LSSA35R-2 158 CMO0007 103 SCN13-U/SCN13-T - FBESO-064 235, 240
8 |LSSA43 208 CMO0008 195 SW5-2-f/Sw5-2-r - FBESO-265 210
9 |LSSBO3 225 CMO0009 112 11-f/11-r - FBESO-761 100, 110, 140
10 |LSSBO9 170 Chr3SSR13 - Vel-rt/Vel-amp - FBESO-113 190
11 |LSSB22-1 - Chr4SSR11 -
12 | LSSB33 329 CAMS-478 248
13 | LSSB49 - CAMS-489 240
14 |LSSB57-1 256, 300 CAMS-492 250, 500
15 |[LSSB68 - CAMS-619 -




Informacja nt. miernikdw tematu badawczego

Kapusta_ BP 35

ZADANIA

Lp. wartosc¢ wartosc stopien
miernik miernika miernika realizacji
podana w zrealizowana zadania
opisie
zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
1 Liczba genotypow zgromadzonych do wykonania
doswiadczen
1,00
(2 gat. x 4 genotypy + 2 gat. x 2 genofypy + 1 13 13
zapylacz)
2 Liczba typow obserwacji do okreslenia stadiow
rozwojowych  eksplantatu  (mikrosporogeneza,
. s : . . 3 3 1,00
Zywotnosé pyltku, kielkowanie lagiewek po obcym
zapyleniu)
3 Liczba testowanych metod indukcji haploidéow w
warunkach in vifro (andro-, gynogeneza, ind. 3 3 1,00
partenogeneza)
4 Liczba testowanych czynnikéw wplywajacych na - - 1.00
haploidyzacje (femperatura i poZzywka) B B '
temat badawczy 2
Liczba analizowanych obiektow papryki i sataty 4 4 1.00
(2 obiekty x 2 gatunki (paprvka i salata)) ’
Liczba starterow SSR testowanych u salaty 15 15 1,00
Liczba starterow SSR testowanych u papryki 15 15 1,00
Liczba analizowanych obiektow rodzicielskich
pomidora i bobu 8 8 1,00
(4 obiekty x 2 gatunki (pomidor i béb))
Liczba markerow testowanych u pomidora 10 10 1,00
Liczba markerow testowanych u bobu 10 10 1,00
SREDNIA 1,00
% REALIZACJI 100%o

Informacja nt. prezentacji wynikow badan

Prezentacja wynikow na konferencjach

Ip. konferencja prezentacja liczba liczba
1 prezentacji prezentacji
podana w zrealizowana
opisie zadania
1. | 11th International Conference “Agriculture and
Food’ 14-17 sierpnia 2023, Bulgaria poster 1 1
1 osoba, wyniki z 2022 r. induk. partenogeneza u bobu,
sprawozdanie str. 9-11, 21-23_34-37, 55-56
2 11 Konferencja Polskiego Towarzystwa Biologii
Eksperymentalnej Roslin (PSEPB), 19-22 wrzesnia
2023, Poznan poster 1 1
1 osoba, wyniki z 2022 r. gynogeneza u pomidora,
sprawozdanie str. §-9, 20-21, 48-51
Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych
Ip. monografia/czasopismo licf':ba B liczba
publikacja? |  PUblkac publikacji
quana W | zrealizowana
opisie zadania
1. nie dotyczy w biezacym roku - - 1

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