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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w
produkcji ro§linnej na podstawie decyzji na podstawie § 9 ust. 1 i ust. 6 do rozporzadzenia Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek dotacji przedmiotowych dla
réznych podmiotow wykonujacych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. z 2017 r., poz. 1170 z pdzn.
zm.) znak sprawy HOR.hn.802.10.2019, Zadanie nr 108

Tytul zadania w jezyku polskim: Badania nad gametyczng embriogenezg u Lupinus angustifolius
L. - indukcja haploidow i analiza genetycznego podtoza tego procesu

Tytul zadania w jezyku angielskim: Research on gametic embryogenesis in Lupinus angustifolius
L. - haploid induction and analysis of the genetic basis of this process

Stowa Kkluczowe: androgeneza, gynogeneza, haploidy, identyfikacja haploidow, krzyzowanie

oddalone, tubin waskolistny
Cel badan

Realizacja projektu w drugim roku badan - 2019 zostata podzielona na dwie czgsci, ktorych celami
zasadniczymi byty:

I czes¢

- analiza wptywu pytku obcego gatunku na rozwoj woreczka zalagzkowego w uktadzie krzyzowania
L. angustifolius x L. mutabilis

- optymalizacja pozywek dla wybranych dwoch genotypow L. angustifolius — krzyzowanie
oddalone, gynogeneza

II czgs¢

- charakterystyka kultur mikrospor po zastosowaniu enzymatycznego traktowania mikrospor oraz
stresu chtodu

- ocena histologiczna kalusa otrzymanego z kultur mikrospor



- analiza gendéw ulegajacych ekspresji w tkance kalusa z kultur mikrospor
Opis wynikow
I czes¢

W pierwsze] kolejnosci przeanalizowano stan rozwojowy zalagzkow dla dwoch genotypow
tubinu waskolistnego stanowigcych kontrolg, gdzie punktem odniesienia byta wielkos$¢ pylnikéw w
stosunku do stupka wraz ze znamieniem: pylniki osiggajace 2 i % dlugosci stupka oraz pylniki
rozwinigte powyzej znamienia stupka. Stwierdzono, ze zalazki pobrane w pierwszym z
wymienionych termindw nie mialy zréznicowanych komorek macierzystych makrospory,
aczkolwiek obserwowano juz zarys woreczka zalagzkowego. Przy pobraniu zalazkow przy %
dhugosci pylnikow w stosunku do stupka obserwowano od jedno do kilkukomoérkowego woreczka
zalagzkowego. W pelni kwitnienia po przero$nigciu przez pylniki znamion obserwowano
wyksztalcony aparat jajowy, takze proces kariogamii i1 powstanie zygoty. Dodatkowo
przeanalizowano preparaty z zalazkéw pobranych po 4-7 dniach od samozapylenia oraz 21.
Obserwowano rozwoj kilkukomoérkowych prozarodkéw, a po dwoch tygodniach zarodki osiagnety
stadium kuliste z widocznym suspensorem. W przypadku analizowanych preparatow wykonanych z
zalazkow po przepaleniu L. angustifolius (Karo i Graf) x L. mutabilis LM. 13 po nie stwierdzono na
zadnym z analizowanych preparatow dla dwoch genotypow tubinu waskolistnego procesu
kariogamii, tylko obecnos$¢ pojedynczych komorek po 48 h od przepylenia pytkiem L. mutabilis. Po
96 h mozna byto zaobserwowa¢ kilkukomorkowe struktury o duzych jadrach komoérkowych czy po
168 h kilkunastokomérkowe nie przypominajace zarodkéw zygotycznych. Ich potozenie moze
wskazywa¢, ze mamy do czynienia z partenogenezg. Po tym czasie widoczne tez byly degenerujace
woreczki zalazkowe w zalgzku.

Zaro6wno material biologiczny w postaci kalusa wyprowadzony na drodze krzyzowania
oddalonego jak i1 gynogenezy wymaga szeregu pasazy, niewykluczone ze bardzo czestych. W obu
technikach podjecie rozwoju tkanki kalusowej miato miejsce do dwoch tygodni, w kolejnych
obserwacjach prowadzonych co tydzien kolejnych zalgzkéw ze zmianami nie przybywato. Procent
indukcji zmian dla trzech genotypoéw nie przekroczyt 35% po zastosowaniu pozywki B5 z réznymi
kombinacjami regulatorow wzrostu (2,4 D i lub kinetyna, B5 kontrola — tacznie 5 podtozy).
Generalnie pozywka bez regulatorow wzrostu w poczatkowych etapach — do dwoch tygodni data
najlepsze rezultaty w przypadku krzyzowania oddalonego. W dwoch technikach indukceji haploidow
generalnie odmiany Emir, Graf i Karo okazaty si¢ podatne na warunki kultury a LAE nie. Dobor
regulatorow wzrostu w pozywce BS5S jest kluczowy, a takze kolejnych podtrzymujacych rozwoj

eksplantatow. Bardzo wazng role w opracowaniu dalszych etapéw regeneracji bedzie uchwycenie



czasu pasazu. Biorgc pod uwage otrzymane wyniki konieczne jest prowadzenie materiatu
pulsacyjnie, tzn. nie tylko zmieniajac st¢zenia i rodzaje regulatoréw wzrostu, ale tez zastosowanie
pozywki bez regulatoréw. Zmiany czeste podiozy sg konieczne, poniewaz zaobserwowano szybkie
przechodzenie komoérek na szlak apoptozy i nie zawsze daje si¢ ten proces zahamowaé czy
catkowicie odwroci¢. W biezagcym roku udato si¢ ustabilizowac tkanki kalusowe dla odmiany Emir.
Uzyskano tez znaczny postep dla kultur zalazkow (gynogeneza) w stosunku do ubieglego roku. W
przypadku krzyzowania oddalonego otrzymano w tym roku dwa typy kalusa — obydwa wyraznie
wydostajace si¢ ze $rodka zalazka.
II czesc

Dane literaturowe dotyczace prob uzyskania haploidow u tubinu wskazywaly, ze jedng z
przyczyn trudnos$ci w indukcji androgenezy moze by¢ bardzo gruba egzyna, uniemozliwiajaca
dalszy rozwdj mikrospory. W biezagcym roku przeprowadzono wstepne badanie dotyczace
ostabienia egzyny mikrospor poprzez trawienie enzymatyczne. Wyniki wskazaly, ze zastosowane
mieszaniny enzymatyczne w znacznym stopniu wplynety na zwigkszenie liczby komorek
splazmolizowanych (ok. 50%), w poréwnaniu z kontrolg (30%). W tym do$wiadczeniu odnotowano
nieliczne podziaty komoérkowe gldwnie w kontroli, ale takze oraz po zastosowaniu mieszaniny
ESPP4 o bogatszym sktadzie enzymatycznym. Odnotowano bardzo niski odsetek Zzywotnych
mikrospor (ponizej 10%) nie tylko po zastosowaniu badanych mieszanin enzymatycznych, ale
réwniez 1 w kontroli. W dalszej czgsci badania byty skoncentrowane na analizie wptywu sktadu
pozywki oraz temperatury na indukcje androgenezy u 2 odmian tubinu. Zastosowano dtugotrwaty
szok termiczny (4°C/14 dni). Kontrola byta kultura prowadzona caly czas w stalej temperaturze
26°C. Obserwacje kultury wskazaty, ze wigkszo$¢ mikrospor, niezaleznie od zastosowanego szoku
termicznego oraz pozywki nie wykazywata zmian morfologicznych nawet do 28 dnia kultury.
Literatura z zakresu haploidyzacji roslin jasno wskazuje, ze w prawidtowej kulturze, w tym czasie
obserwuje si¢ juz wystgpowanie wielokomorkowych agregatow, czego w niniejszym doswiadczeniu
praktycznie nie obserwowano. Odnotowano pojedyncze podziaty komorkowe, jednak byly one w
wigkszo$ci zatrzymane na pierwszej lub drugiej mitozie 1 nie postgpowaly dalej. W tym
doswiadczeniu testowano rowniez wplyw zrdznicowanych pozywek na rozwdj mikrospor. W
niniejszych badaniach zastosowanie 0,1 pM trichostatyny nie przyniosto pozadanego efektu.
Podziaty odnotowano najliczniej (0,9%) na pozywce 190/2 w kulturze mikrospor prowadzonej w
statej temperaturze 26°C. Pozywka ta zawierata kinetyne i 2,4-D. Tylko w jednym przypadku, u
odmiany Karo prowadzonej na pozywce 190/2 w 26°C, podzialy komorkowe byly niezahamowane 1

obserwowano wytworzenie agregatu komodrkowego. Analiza Zywotno$ci mikrospor potwierdzila



obserwacje z pierwszego doswiadczenia, 1 wykazata bardzo niskg zywotno$¢ mikrospor w kulturze
nieprzekraczajaca 14% w pierwszej dobie kultury, a wynoszaca ponizej 7% w siddmej dobie
kultury.

Powyzsze wyniki wskazuja na potrzebe¢ optymalizacji skladu mieszaniny pod katem
osmotikum roztworu tak, aby zminimalizowa¢ plazmoliz¢ mikrospor oraz zbadanie przyczyny tak
niskiej zywotno$ci mikrospor. Potencjalng przyczyng niskiej zywotno$ci moze by¢ stres zwigzany z
odkazaniem materialu oraz samym procesem izolacji komorek lub specyficzne wymagania co do
pozywki, ktéora ma indukowaé¢ androgeneze w mikrosporach gatunkéw z rodzaju Lupinus.
Traktowanie mikrospor niskg temperaturg najprawdopodobniej nie wplywa negatywnie na
zywotno$¢, gdyz jak pokazaty nasze wyniki, spadek ten obserwowano rdwniez w nietraktowanej
szokiem termicznym kontroli.

W biezacym roku przeprowadzono rowniez analiz¢ histologiczng tkanki kalusowej
uzyskanej z do§wiadczenia w roku 2018. Wyniki ujawnity réznice na poziomie morfologii komoérek
oraz elementow wiazek przewodzacych miedzy kalusem zywym i zamierajacym.

Otrzymane wyniki potwierdzaja doniesienia literaturowe, ze indukcja androgenezy u tubinu
waskolistnego w kulturach mikrospor jest niezwykle trudna. Problem ten nie dotyczy jednak tylko
tego gatunku, ale calej rodziny. Pomimo licznych préb, wyniki wskazuja na otrzymanie
pojedynczych agregatéw lub prozarodkéw u gatunkow z rodziny Fabaceae.

Uzyskane RNA z kalusa otrzymanego z mikrospor oraz roslin ‘Graf’ prowadzonych in vitro
postuzyto do utworzenia bibliotek, ktore zostaly zsekwencjonowane. Dla kazdej biblioteki uzyskano
34 - 35 mln odczytow 1 5,2 - 5,3 Gpz odczytanych zasad. Wykonana analiza porownawcza ekspresji
pozwolita na wskazanie 407 gendw z istotng statystycznie (FDR < 0,01) zmiang ekspresji (2x lub
wiecej up i down) w tkance kalusa z indukowanych mikrospor oraz w tkance kalusa uzyskanej
metodami klasycznymi. W badanym materiale stwierdzono rdznic¢ w ekspresji miedzy badanymi
probkami dla ortologu genu LEC1. Dla kilku kluczowych genow (BBM, LEC2, FUSCA3, ABI3,
AS1) z szlaku morfo i embriogenezy nie stwierdzono ekspresji w badanym materiale. Profil
ekspresji genéw w kalusie z mikrospor 1 kalusie kontrolnym oceniony na podstawie
wspotczynnikoéw korelacji Pearsona byl bardzo podobny (wartosci powyzej 0.97).

Uzyskane wyniki wskazuja, iz konieczne jest dokladniejsze zbadanie w kilku punktach
czasowych kalusa uzyskanego z mikrospor jak roéwniez kalusa pochodzacego z krzyzowania
oddalonego. We wczesnym etapie kalus ten nie wykazuje istotnych réznic w stosunku do kalusa
kontrolnego. Mozemy zaobserwowa¢ w nim ekspresje genéw inicjujacych organogeneze np. genow

STM, ANT, AS1, KAN2 na poziomie zblizonym do kalusa kontrolnego. W nastepnym etapie



powinna zosta¢ takze zbadana dynamika zmian ekspresji gendw zwigzanych z embriogenezg takich
genow jak LEC1, BBM, AS1, KAN2 w czasie proliferacji kalusa z mikrospor oraz kalusa
powstatego w wyniku krzyzowania oddalonego. Analizy takie powinny pomdc we wskazaniu
punktu czasowego, w ktorym ekspresja zaczyna spada¢ i mechanizmy komorkowe uruchamiaja

procesy zwigzane z Smiercig komorkowa.



