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1. Analiza wplywu pylku obcego gatunku oraz indukcji gynogenezy na rozwdj komérek
woreczka zalazkowego
Materialem badawczym byly zebrane i utrwalone stlupki po wykonaniu przepylenia
wybranych genotypdw L. angustifolius z wybranymi donorami pytku L. mutabilis oraz L. luteus.
Do obserwacji zalazkow po 48, 96 oraz 168 h od momentu przepylenia przygotowano preparaty
po zastosowaniu metody parafinowej (Filutowicz i Kuzdowicz 1951). Obserwacje mikroskopowe
wykonano przy uzyciu mikroskopu NIKONEclipse 400.



Do badan nad optymalizacja doboru pozywki byly analizowane zalazki 4 genotypéw tubinu
waskolistnego (Karo, Emir, Graf oraz LAE) zaréwno do indukcji zalazkéw na drodze gynogenezy
jak i krzyzowania oddalonego. Zalazki nie poddane traktowaniu obcym pyikiem (gynogeneza) oraz
po traktowaniu obcym pytkiem — L. mutabilis oraz L. luteus sukcesywnie izolowano do kultur in
vitro. W przypadku wykorzystania krzyZzowania oddalonego starano sie jak najdiuzej utrzymac
stragki na roslinie. Po 2 — 3 dniach od naniesienia pytku na znamiona wykonywano oprysk 2,4D.
Zawigzane straki pobierano sukcesywnie po 7-14 dniach od momentu przepylenia. Dezynfekcje
powierzchniowq przeprowadzano dwufazowo: sublimatem (0,1%) oraz po wyptukaniu w sterylnej
wodzie straki zanurzono w H,O, (7%). Stupki zawierajace zalazki do indukcji gynogenezy
odkazano w H,0, (7%). Zastosowano pozywki podstawowe B5 lub MS z modyfikacjami. f.gcznie
przetestowano 9 zasadniczych wariantbw pozywek dla krzyzowania oddalonego oraz 15 dla
indukcji gynogenezy, z uwzglednieniem hodowli pulsacyjnej (przemienne pasaze na pozywke z
regulatorami i nastepnie bez).

Wykorzystanie krzyzowania oddalonych gatunkéw nie tylko dla pozyskiwania nowej
zmiennoSci genetycznej w postaci mieszancow, ale i indukcji haploidow (metoda bulbosowa,
indukowana partogeneza (za pomoca pyltku obcego gatunku) wymaga poznania mozliwo$ci
zapylenia czy zaptodnienia (metoda bulbosowa), a potem eliminacji chromosomow, co jest istotne
z uwagi na czesto wystepujace bariery krzyzowalnosci pre- i post zygotyczne (Buschman-Loock i
in. 1992; Faluyi i Williams 1980; Galek 2010; Przyborowski i in. 1996; Przyborowski 2003;
Williams i in. 1980) . W ramach realizowanego projektu w roku 2018 oceniono zachowanie sie
pytku oddalonych gatunkéw - L. luteus i L. mutabilis na znamieniu czterech r6znych genotypow L.
angustifolius pod katem mozliwosci indukcji haploidéw. Stwierdzono, ze pylek kietkowat
stosunkowo intensywnie bez wzgledu na rodzaj zapylacza, za to docieranie lagiewki pytkowej do
zalagzkow bylo najskuteczniejsze, gdzie do zapylania uzyto pytku L. luteus 500. Rowniez
obserwowano najwiekszg skutecznos¢ indukcji rozwoju kalusa przy uzyciu pytku L. luteus - 500.
Wykorzystanie krzyzowania oddalonego odniosto zdecydowanie pozytywny wplyw na rozwdj
tkanki kalusowej (3 typy morfologiczne) z zalagzkéw, w tym haploidalnej. Obie zastosowane w
roku 2018 pozywki réznicowaly efektywnos$¢ (%) regeneracji tkanki kalusowej w zaleznosci od
obiektu (30-98%). Jednolity kalus haploidalny uzyskano po zastosowaniu pytku L. luteus 500 oraz
L. mutabilis LM.13. Analiza rozwoju woreczka zalgzkowego przeprowadzona w roku 2019 oraz
2020 dla analizowanych ukladéw krzyzowania L. angustifolius (4 genotypy) po przepyleniu L.
mutabilis (1 genotyp) oraz L. luteus (dwa genotypy) pokazala inny przebieg w porownaniu do
procesu samozapylenia, gdzie obserwowano zaptodnienie w okresie peli pylenia, rozwoj zarodka
kilkukomérkowego w ciggu tygodnia oraz w stadium globularnym z wyksztalconym suspensorem
po dwoch tygodniach. Po 48 h od przepylenia pylkiem obcego gatunku odnotowywano obecnos¢
struktur kilkukomérkowych. Po 96 h mozna bylo zaobserwowac kilkunastokomorkowe struktury,
w tym widoczne struktury o duzych jadrach komérkowych czy drobniejsze, uorganizowane a po
168 h zdecydowanie bardziej rozbudowane. Ich potozenie moze wskazywac, ze mamy do czynienia
z partenogenezq. Odnotowywano tez degenerujgce woreczki zalagzkowe w zalgzku. Sam proces
embriogenezy u tubinu w poczatkowym jego okresie jest nietypowy i trudno dokona¢ klasyfikacji
w konkretnym systemie embriogenezy, co jest zwigzane z asynchronicznymi podzialami zarodka
(Jaranowski 1962; Davies i Wiliams 1985). Zasadniczo odpowiada typowi Caryophyllad, odmianie
Medicago. Jaranowski stwierdzit (1962), iz w warunkach szklarniowych u L. albus zaptodnienie



nastepuje po 20 - 24h. Davies i Williams (1985) badali przebieg powstawania zarodkéw réwniez u
L. mutabilis, u ktérego przebieg embriogenezy zarodka byt szybszy niz u L. albus. Przy
krzyzowaniach bardzo istotnym elementem technicznym jest wlasciwy moment dokonania
zapylenia. Przeprowadzona analiza w pierwszej czeSci zadania pokazala, ze w czasie pelni pylenia
dochodzi do zaptodnienia a potem do dwdch tygodniu rozwoju zarodkéw w stadium globularnym,
co potwierdzaja wyniki uzyskane przez Wilson i wsp. (2008) przy realizacji krzyzowan z L.
angustifolius. Wilson i wsp. rowniez wykazali, ze u L. albus oraz L. mutabilis proces przebiegu
osadzania sie pytku, jego kietkowania oraz docierania do zalagzka w procesie samozapylenia w
poréwnaniu do takich gatunkéw, jak L. angustifolius, L. luteus jest wolniejszy.

Przyjeta w niniejszym projekcie procedura pobierania zalagzkow ze strgkow po maksymalnie
mozliwym czasie pozostawienia ich na roslinie (7-10-14 dni, potem straki zaczynaja opadac)
wydaje sie by¢ stuszna, w kontekscie otrzymanych kalusow w warunkach in vitro. Problemem do
rozwigzania pozostaje odpowiedni dobér pozywki nieodzowny do konwersji szlaku komorek w
kierunku morfo i organogenezy. Wyniki uzyskane przez Nadolska-Orczyk (1992) nad somatyczna
embriogeneza potwierdzaja konieczno$¢ prowadzenia wieloetapowej kultury w kontekscie
uzyskanych wynikow w roku 2019. Potwierdzily to wyniki otrzymane w roku 2020, gdzie po
zastosowaniu pulsacyjnej hodowli otrzymano zadawalajacy efekt, jesli chodzi o regeneracje tkanki
kalusowej. Niestety nie udalo sie przekierowa¢ komorek na droge réznicowania sie i nie otrzymano
roslin. Udalo sie ustabilizowac tkanki kalusowe dla odmiany Emir. Zastosowanie prowadzenia
hodowli pulsacyjnej odniosto pozytywny efekt w utrzymaniu w dobrej kondycji uzyskanych
kalusow, zwlaszcza przy wykorzystaniu: B5+ 1INAA+ 2BA , B5 + 0,2 2,4D, B5+ 0,1 NAA+2BA
+1mg TDZ naprzemiennie z B5.

Kluczowa role w procesie gynogenezy moga odgrywac¢ zawarte w podilozu regulatory
wzrostuy, tak jak to miato miejsce, np. w przypadku Psoralea corylifolia L. MS (Chand i Sahrawat
2007) oraz przy prowadzeniu niniejszych badan nad Lupinus angustifolius L., gdzie po zmianie
podlozy w 2019 w stosunku do 2018 roku uzyskano znaczaco lepsze rezultaty. W roku 2020, gdzie
materiat pochodzit z pola do zalozenia doswiadczenia, udato sie zaindukowac tworzenie kalusa, ale
tempo zmian bylo duzo wolniejsze, a zalgzki wyraznie wykazywaly sie stabsza zdolnoscia do
tworzenia tkanki kalusowej. Jak do tej pory u tubinu nie prowadzono badan nad skutecznoscig
procesu gynogenezy. Natomiast proces gynogenezy wykorzystano skutecznie do indukcji
haploidéw u Psoralea corylifolia L. innego przedstawiciela z rodziny bobowatych. W obu
doswiadczeniach uzywano regulatorow wzrostu takich jak: 2,4-D, NAA, BA, GA3 — tylko nieco w
innych polaczeniach, oraz takich samych cukrow: sacharoza i maltoza. Rozne bylo podioze
podstawowe, w przypadku Psoralea corylifolia L. uzywano pozywki MS (Chand i Sahrawat 2007)
a w naszych badaniach gléownie B5 oraz MS z modyfikacjami. W doswiadczeniu Psoralea
corylifolia L. najlepsze efekty zaobserwowano na pozywce MS, ktéra zawierala dodatek NAA, 2,4-
D oraz BA, najstabsze wyniki uzyskano natomiast na pozywce MS z 2,4-D i BA. Mozna
wnioskowa¢, ze dodatek NAA spowodowal lepszgq indukcje kalusa niz jego brak (Chand i
Sahrawat, 2007). W doswiadczeniu stwierdzono réwniez, ze dodanie BA i/lub ABA do pozywek,
ktore zawierajg niskie stezenie auksyn czyli NAA badz 2,4-D sprzyja dojrzewaniu zarodkéow,
przechodza one bowiem ze stadium kulistego do liscienia (Chand i Sahrawat 2007). Zauwazono
takze zaleznos¢ miedzy dodatkiem GA3, a zwiekszajaca sie czestotliwoscia kietkowania zarodkéow,
natomiast nie zaobserwowano tego w przypadku analizowanych obiektéw tubinu waskolistnego w
niniejszym do$wiadczeniu. Podobne dziatanie do GA3 mial wzmoc dodatek maltozy, ale tak jak w



poprzednim przypadku zaleznos¢ ta nie zostala potwierdzona na przykladzie analizowanych
genotypéw tubinu.

Sam proces gynogenezy w przypadku tubinu waskolistnego nie przyniést jeszcze oczekiwanych
wynikéw w postaci haploidalnych roslin. Gynogeneza moze by¢ przydatna do produkcji roslin
haploidalnych u takich gatunkéw, u ktérych nie sprawdza sie androgeneza.

Zarowno material biologiczny w postaci kalusa wyprowadzony na drodze krzyzowania
oddalonego jak i gynogenezy wymaga szeregu pasazy, zwlaszcza czestych w pierwszych 4
tygodniach. W obu technikach w zalezno$ci od roku badan podjecie rozwoju tkanki kalusowej
miato miejsce od dwoch do czterech tygodni, w kolejnych obserwacjach prowadzonych co tydzien
kolejnych zalazkow ze zmianami nie przybywalo. Zmiany czeste podtozy sa konieczne, poniewaz
zaobserwowano szybkie przechodzenie komdrek na szlak apoptozy i nie zawsze dawalo sie ten
proces zahamowac czy calkowicie odwroci¢. Wykorzystanie pytku obcego gatunku jest
efektywniejsze w indukcji i rozwoju kalusa w poréwnaniu do wykorzystania samych zalazkow —
gynogeneza. Analiza ekspresji genéw z kalusa otrzymanego z krzyzowania oddalonego (Zadanie 3)
niestety pokazata stosunkowo niska ekspresje genéw odpowiedzialnych za embriogeneze, a dodatek
regulatorow inhibowat jej poziom. Indukcja haploidéw u tubinu jest sprawg na pewno nietatwa, ale
uzyskane wyniki zaczynajq ukierunkowywac zakres i etapy dalszych w przysztosci badan.
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2. Charakterystyka procesu androgenezy u wybranych genotypéw L. angustifolius

Materialem roslinnym do badan nad indukcja androgenezy byly dwie odmiany L.
angustifolius: Karo (lata 2018-2019) i Graf (lata 2018-2020). Nasiona obu odmian wysiewano
systematycznie w okresie od kwietnia do sierpnia, co 2-3 tygodnie bezposrednio do gruntu.
Odkazone paki rozgniatano w sterylnych warunkach w niewielkiej iloSci ptynnej pozywki, a
nastepnie przesaczano przez nylonowy filtr o wielko$ci oczek 44 pm i trzyktrotnie oczyszczano
przez wirowanie. Analizy mikroskopowe wykonano (Zzywotnosc, obs. kultury) przy wykorzystaniu
mikroskopu mikroskopu odwréconego pola. W pakach oceniono stadium rozwoju pyiku i jego
barwliwoS¢ poprzez obserwacje preparatow rozgniotowych i obserwacje w mikroskopie
fluorescencyjnym.

W pierwszym roku badan (2018) w celu ustalenia optymalnego stadium rozwojowego
mikrospor z kwiatostanéw obydwu obiektéw pobrano paki kwiatowe o réznej dlugosci w celu
wytypowania takich, w ktorych wystepuja mikrospory Zebrane wyniki dotyczace analizy
mikrosporogenezy wskazuja ze u lubinu waskolistnego czynnikiem bardziej skorelowanym ze
stadium rozwojowym mikrospory jest barwa pylnika, nie jak u innych gatunkéw, u ktérych
indukowano androgeneze - wielkoS¢ paka kwiatowego (Dujis i in. 1992). Ponadto badania
wykazaly, ze rozw0j mikrospor w indywidualnym paku jest niesynchroniczny. W pylnikach
pobranych z indywidualnego paka obserwowano rozne stadia rozwojowe np. tetrady, mikrospory i
dojrzate ziarna pytku. Badania dotyczace wptywu szoku termicznego aplikowanego zaréwno na
kwiatostany (1 lub 3 dni w temperaturze 4°C) jak i mikrospory w kulturze (32°C lub 4°C na 1 lub 3
dni) wykazaly, Ze pomimo zastosowania zr6znicowanych kombinacji doswiadczenia (szoki
temperaturowe, pozywki) w wiekszosci kultur obserwowano brak rozwoju mikrospor. Kalus
uzyskano u odm Graf w kombinacji bez traktowania wstepnego kwiatostandéw, gdzie kultura
prowadzona byta w pozywce MS i umieszczona na 3 dni w 4°C.

Dane literaturowe wskazuja, ze jedna z przyczyn trudnosci w indukcji androgenezy u
strgczkowych moze by¢ bardzo gruba egzyna, uniemozliwiajgca dalszy rozw6j mikrospory (Bayliss
i in. 2004). W roku 2019 przeprowadzono wstepne badania dotyczace ostabienia egzyny mikrospor
poprzez trawienie enzymatyczne mieszaninami zawierajacymi enzymy trawiace hemiceluloze i
pektyny. Zastosowane mieszaniny w znacznym stopniu wptynely na zwiekszenie liczby komorek
splazmolizowanych (ok. 50%), w poréwnaniu z kontrola (30%). Analizowano réwniez wpltyw
skladu pozywki (trichostatyna A, 2,4-D, kinetyna) oraz temperatury na indukcje androgenezy. W
niniejszych badaniach zastosowanie 0,1 pM trichostatyny nie przyniosto pozadanego efektu.
Podzialy odnotowano najliczniej (0,9%) na pozywce 190/2 (1 mg/l 2,4D i 1 mg/l kinetyny)
prowadzonej w statej temperaturze 26°C. Wynik ten potwierdza wczesniejsze obserwacje u tubinu,
gdyz na pozywce zawierajacej 2,4-D i kinetyne obserwowano wytwarzanie nielicznych struktur
prozarodkowych (proembryo) (Simioniuc i in. 2010). Zastosowanie dlugotrwatego szoku
termicznego (4°C/14 dni), na mikrospory w kulturze nie przyniosto pozadanych efektow, gdyz
wiekszos¢ mikrospor nie wykazywata zmian morfologicznych nawet do 28 dnia kultury.
Traktowanie mikrospor niska temperaturga najprawdopodobniej nie wplywa negatywnie na



zywotnos$¢, gdyz jak pokazaly nasze wyniki, spadek ten obserwowano rowniez w nietraktowanej
szokiem termicznym kontroli. Literatura z zakresu haploidyzacji ro$lin jasno wskazuje, ze w
prawidlowej kulturze, w tym czasie obserwuje sie juz wystepowanie wielokomdrkowych agregatow
(Custers 2003), czego w przeprowadzonym dosSwiadczeniu praktycznie nie obserwowano. Analiza
zywotnosci mikrospor w kulturze wykazala bardzo niski odsetek zywych komorek
nieprzekraczajaca 14% w pierwszej dobie kultury, a wynoszaca ponizej 7% w siédmej dobie
kultury. Co nasuwa wniosek, ze by¢ moze jedna z przyczyn opornosci tubinu na indukcje
androgenezy w kulturach mikrospor jest ich niska zywotno$¢, ktorej konsekwencja jest
obserwowany bardzo niski odsetek podzialow. Przeprowadzona analize histologiczna tkanki
kalusowej uzyskanej z doswiadczenia w roku 2018 ujawnila réznice na poziomie morfologii
komorek oraz elementéw wiazek przewodzacych miedzy kalusem Zywym i zamierajacym.
Artykuly dotyczace analizy zywotnoSci pytku u ‘tubinu waskolistnego i innych
przedstawicieli gatunku (Conterato i in. 2006, Clements i in. 2012) wskazuja na przydatnos¢ do
tego celu acetokarminu oraz barwnika Aleksandra. Badania te byly jednak prowadzone na pytku
pobranym z otwartych kwiatow, a wiec pytku dojrzalym. Analiza danych literaturowych z zakresu
indukcji andorgenezy w kulturach mikrospor u Lupinus spp. (Ormerod i Caligari 1994; Bayliss i in.
2004; Croser i in. 2006; Simioniuc i in. 2010) wskazata, ze zywotnos¢ mikrospor w tych pracach
nie byla monitorowana. W zwigzku z powyzszym brak jest doniesien o metodach oceny zZywotnosci
pytku u tubinu waskolistnego szczegdlnie na wczesnych etapach jego rozwoju t.j podczas
mikrogametogenezy. W celu opracowania takiej metody w roku 2020 z pakéw kwiatowych z
dwoch grup wielkosci, ktére odpowiadaly stadiom rozwoju pylku (tj. 4-6 mm przewaga
mikrospor, 8-10 mm przewaga dojrzatego pytku) wykonano preparaty rozgniotowe, ktore barwiono
piecioma zréznicowanymi barwnikami (acetokarmin, barwnik Alexandra, FDA), tetrazolina i blekit
Evansa). Badanai wykazaly, ze mikrospory tubinu przed ich przeksztalceniem sie w dojrzaly pylek
charakteryzujq sie etapem braku barwliwosci przy uzyciu tradycyjnych barwnikow oceny
zywotnosci pytku. Wyjatek stanowit barwnik fluorescencyjny FDA, po zastosowaniu, ktérego
mozna bylo dokona¢ wilasciwego rozroznienia. Natomiast w przypadku komorek pobranych z
pylnikow znajdujacych sie w pakach z drugiej klasy wielkosci wszystkie zastosowane barwniki
umozliwialy rozréznienie pytku zywotnego i martwego. Na podstawie tych wynikéw do dalszych
badan zywotnosci mikrospor wytypowano FDA. Analiza zywotno$ci mikrospor badanej odmiany
lubinu barwnikiem FDA wykazata zaskakujaco niska ich zywotnos¢, ktora po izolacji i
umieszczeniu w pozywce wynosita kilka do kilkunastu %. W poréwnaniu do zywotno$ci mikrospor
innych gat. sg to wartosci doS¢ niskie, np. u kapusty zywotnos¢ mikrospor po izolacji wynosita 45-
48% (Winarto i Teixeira da Silva 2011), 30-60% u kalafiora (Bhatia i in. 2016), czy 20-60% u
pszenzyta (Zur i in. 2018). W roku 2019 po raz pierwszy przeprowadzono obserwacje zywotnosci
mikrospor w kulturze. Uzyskane wyniki wskazaly bardzo niski odsetek zywotnych mikrospor
(ponizej 10%), juz dobe po ich izolacji i zawieszeniu w pozywkach indukujacych androgeneze.
Postawiono wiec hipoteze, ze potencjalng przyczyna niskiej Zzywotno$ci moze byc¢ stres zwigzany z
odkazaniem materiatu roslinnego. W zwiazku z tym w biezacym roku zalozono doSwiadczenia, w
ktorych czes¢ pakow przeznaczonych do zalozenia kultury zostala odkazana wg standardowej
procedury stosowanej dotychczas t.j paki otwierano poprzez odchylenie okwiatu, ze wzgledu na
koniecznos¢ oceny stadium rozwoju pylnikow i w takiej formie poddawano procedurze odkazania.
Druga cze$¢ pakow pozostala poddana odkazaniu w formie nienaruszonej. Uzyskane wyniki
wskazaly, Ze otwieranie pakéw podczas odkazania wplywa negatywnie na kondycje mikrospor,



gdyz zywotno$S¢ w pierwszej dobie kultury byla ponad trzykrotnie nizsza w poréwnaniu do
zywotnosci mikrospor izolowanych z pgkéw nienaruszonych. W zwiazku z tym tegoroczne badania
skupione byly na dalszych poszukiwaniach odpowiedniego sposobu prowadzenia kultury
umozliwiajgcego indukcje podziatdow mikrospor. Analizowano wptyw pozywki dwuwarstwowej na
rozw6j mikrospor uwolnionych z pylnikow jak i calych pylnikdw. System pozywki
dwuwarstwowej nie byt do tej pory testowany do indukcji androgenezy u tubinu. Obecno$¢ wegla
aktywowanego w dolnej warstwie pozywki dwuwarstwowej nie wptyneta znaczqco na mikrospory
w kulturze. Uzyskane wyniki wskazuja, ze mikrospory prowadzone w systemie dwuwarstwowym
w pierwszej dobie kultury zachowuja zywotno$¢ na poziomie ok. 11-16% w zaleznosci od
pozywki, co nie rézni sie znacznie od wynikow uzyskanych w roku 2019 w klasycznej kulturze
zawiesinowej. Obserwacje kultury wykazaly, ze wiekszos¢ mikrospor, niezaleznie od zastosowanej
pozywki nie wykazywala zmian morfologicznych nawet do 21 dnia kultury. Odnotowano
pojedyncze podzialy komorkowe, ktore tylko w jednym przypadku postepowaly dalej
doprowadzajac do otrzymania kalusa. Kultura catych pylnikow w systemie dwuwarstwowym
zaowocowala otrzymaniem kalusa. Rozwdj kalusa obserwowano po zastosowaniu obu badanych
pozywek. Otrzymane wyniki wskazujg, ze powodem braku pozytywnej odpowiedzi androgenicznej
u tubinu waskolistnego moze by¢ niska zZywotno$¢ mikrospor od samego poczatku zatozonej
kultury. Nalezy szuka¢ czynnikow, ktore na etapie stresow odkazania, izolacji i tworzenia kultury
nie wptyng negatywnie na izolowane mikrospory i pozwolg zachowac ich zywotnos¢. Otrzymane
wyniki potwierdzajq doniesienia literaturowe, ze indukcja androgenezy u tubinu waskolistnego w
kulturach mikrospor jest niezwykle trudna. Problem ten nie dotyczy jednak tylko tego gatunku, ale
catej rodziny. Pomimo licznych prob, wyniki wskazuja na otrzymanie pojedynczych agregatéw lub
prozarodkdw u gatunkéw z rodziny Fabaceae (Ormerod i Caligari 1994; Bayliss i in. 2004; Crosser
i in. 2006). Jedynie Ochatt i wsp. (2009) donosi o otrzymaniu 3 roslin z 23 badanych gatunkéw w
rodzinie Fabaceae tj. u Pisum sativum, Lathyrus sativus i Medicago truncatula.
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3. Charakterystyka genow morfogennych w kalusach L.angustifolius

W roku 2018 do testowania markeréw SNP wykorzystano 20 rekombinowanych linii
wsobnych — RIL powstatych przez skrzyzowanie odmiany ‘Emir’ oraz linii LAE-1. Zastosowano
genotypowanie markerami SNP technikq KASP (Kompetitive allele specific PCR). W kolejnym
roku 2019 wykonano analize poréwnawcza ekspresji (transkryptomoéw) technika RNAseq dla
kalusa ‘Graf’. W roku 2020 badano zmiany ekspresji kluczowych genéw morfogennych na réznych
pozywkach na ktérych inkubowane byly eksplantaty kalusow ‘Graf’ oraz ‘Emir’.

Pierwszym etapem prac realizowanym w roku 2018 bylo opracowanie zestawu markeréw
SNP, ktéry pozwolilby w jednoznaczny sposéb identyfikowac rosliny haploidalne. W tym celu
przetestowano 80 markerow SNP, ktore wykazywaty wysoka heterozygotycznos¢ w kolekcji tubinu
waskolistnego KGHRiN. Nastepnie przetestowano wybrane markery na 20 liniach RILs.
Otrzymane wyniki pozwolily na ocene stopnia homozygotycznosci wybranych linii. Na 20
analizowanych linii 18 wykazato pelng homozygotycznos¢ w 80 badanych locii. Dwie analizowane
linie wykazaly heterozygotyczno$¢ w trzech (linia EL/02/1/53) oraz pieciu (linia EL/02/1/7)
analizowanych locci. Dalsze analizy bioinformatyczne pozwolily na wytypowanie 46 z wstepnie
wybranych 80 markeré6w w taki sposob aby lokalizowaly sie w odpowiednich fragmentach
chromosomoéw. Najwiecej markerow zlokalizowanych bylo na chromosomie NLL-16 — 9
markerow. Na osmiu chromosomach zlokalizowano po jednym markerze (NLL-01, NLL-02, NLL-
03, NLL-04, NLL-07, NLL-09, NLL-10, NLL-18). Kolejnym krokiem bylo zaprojektowanie sond
FISH, ktére obejmowaly swoja sekwencja pozycje wytypowanych markeréw SNP. Ostatnim
etapem prac w roku 2018 byta izolacja catkowitego RNA z kalusa odmiany Graf pochodzacego z
mikrospor oraz generowanych z tkanek somatycznych (kontrola) metodq in vitro. W roku 2019
wykonano sekwencjonowanie transkryptomow wyizolowanych w poprzednim roku technika
RNAseq na platformie HiSeq PE150. Nastepnie wykorzystujac potoki analityczne i narzedzia
bioinformatyczne przeprowadzono ekspresje poréwnawczg, w celu wskazania genéw réznigcych
transkrypty kalusa pochodzacego z mikrospor i kalusa z tkanek somatycznych. Uzyskane wyniki
sekwencjonowania transkyptomu wskazuja na ekspresje genéw wskazywanych w literaturze, jako
zwigzane z procesem somatycznej empriogenezy (Ouakfaoui i in. 2010; Magnani i in. 2017).
Uzyskane wyniki wskazujg, iz w tkankach kalusa uzyskanego z mikrospor z czterech gtéwnych
czynnikow transkrypcyjnych regulujacych proces somatycznej embriogenezy okreslanych wspolnie



mianem LAFL (Jia i in. 2014) ekspresji ulega jedynie LECI1. Jest to takze jedyny gen z
opisywanych w literaturze, jako zaangazowany w procesy somatycznej embriogenezy, u ktoérego
stwierdzono istotna roznice miedzy kalusem kontrolnym a kalusem pochodzacym z kultur
mikrospor. Pozostate czynniki transkrypcyjne z grupy LAFL (LEC2, FUSCA3, ABI3) nie mialy
ekspresji w badanym materiale. Jednakze stwierdzono ekspresje dla genu AGL15, ktory jest
bezposrednio kontrolowany przez LEC2 (Braybrook i Harada 2008). Wynik ten moze sugerowac,
iz w badanych tkankach na wczesniejszym etapie (kilka lub kilkadziesigt godzin) przed pobraniem
materialu do izolacji RNA geny LEC2 oraz potencjalnie pozostale geny z grupy LAFL
wykazywaly ekspresje. Uzyskane wyniki analizy ekspresji roéznicowej (DE) wykazaly rézny
poziom ekspresji w analizowanym materiale jedynie dla 407 genow. W poréwnaniu do wynikow
podobnych eksperymentéw u innych ro$lin (Yang i in. 2012; Elbl i in. 2015; Wu i in. 2015)
uzyskana liczba genéw z istotnie statystycznie rozna ekspresjq jest bardzo mata. Wskazuje to na
bardzo podobny poziom ekspresji genow w badanym materiale. Podobne wnioski mozna
wyciggna¢ analizujgc wspoOtczynniki korelacji pomiedzy badanymi probkami. Tak wysokie
podobienstwo ekspresji genow pomiedzy kalusem z mikrospor, a kontrola (kalusem uzyskanym
klasycznie) wskazuje, iz na wczesnych etapach rozwoju kalus uzyskany z mikrospor nie rézni sie
od kalusa uzyskanego klasycznie. Uzyskane wyniki wskazuja, iz konieczne jest dokladniejsze
zbadanie w kilku punktach czasowych kalusa uzyskanego z mikrospor. We wczesnym etapie kalus
ten nie wykazuje istotnych roznic w stosunku do kalusa kontrolnego. Mozemy zaobserwowa¢ w
nim ekspresje genow inicjujacych organogeneze np. genow STM, ANT, AS1, KAN2 (Magnani i
in. 2017) na poziomie zblizonym do kalusa kontrolnego. Obserwowane na pozniejszym etapie
zamieranie musi by¢ spowodowane wilaczeniem jakiego$ nieznanego do tej pory mechanizmu
hamujacego ekspresje genéw zwiazanych z embrio i morfogeneza i prowadzacego do $mierci
komorek. W przysztoSci powinna zosta¢ takze zbadana dynamika zmian ekspresji genow
zwigzanych z embriogenezq takich jak LEC1, BBM, AS1, KAN2 w czasie prolifereacji kalusa z
mikrospor. Analizy takie powinny pomo6c we wskazaniu punktu czasowego w ktérym ekspresja
zaczyna spadac i jakieS niepoznane mechanizmy komorkowe uruchamiaja procesy zwiazane z
Smiercia komorkowa. Przeprowadzone analizy GO wskazaly lacznie 8 numerow GO
nadreprezentowanych w zbiorze genéw z rézng ekspresjq w tkankach kalusa z mikrospor i tkankach
kontrolnych. Na temat zadnego z zidentyfikowanych numeré6w GO w literaturze nie ma doniesien,
aby by} zwigzany z procesami somatycznej embriogenezy, organogenezy lub procesami zamierania
komorek. Na podstawie wynikéw RNAseq oraz danych literaturowych w roku 2020 wybranych
zostalo 14 ortologow genow kluczowych w procesie morfogenezy. Zbadany zostal wpltyw skladu
pozywki na poziome ekspresji tych genéw u dwoch kalusow tubinu waskolistnego. Pierwszy kalus
zostal otrzymany w wyniku krzyzowania oddalonego (odmiana Emir), a drugi w wyniku
androgenezy (Graf). Ekspresja genow zaangazowanych w procesy embriogenezy zostala
dotychczas dos¢ dobrze poznana u roslin modelowych (Hecht i in. 2001). Brak jest jednak
doniesien na temat ekspresji genéw z tej grupy w kalusach, a takze wptywu sktadnikow pozywki i
wieku eksplantatbw. W zwigzku z tym zaproponowane badania sg pierwszym tego typu
opracowaniem okreslajagcym wplyw wieku eksplantatow oraz skladu pozywki. Wiekszos¢
opracowan skupia sie na zmianach i wzajemnych interakcjach poszczegélnych genéw w trakcie
procesu somatycznej embriogenezy (Yang i Zhang 2010). DosS¢ dobrze poznany zostal indukujacy
wplyw roslinnych hormonéw wzrostu takich jak auksyny czy kwas abscysynowy na ekspresje
kluczowych genéw - inicjatoréw procesu somatycznej embriogenezy: ANT, STM, AGL15, SERK,



LEC czy LEA (Chugh i Khurana 2002). Brak jest jednak opracowan na temat wptywu skladu
pozywki (np. stezenie regulatoréw) na poziom ekspresji tych gendw. Niewiele prac bylo dotad
prowadzonych na tkankach kalusa. Prace prowadzone na tkankach kalusa dobrze proliferujacej linii
kukurydzy Hi II prowadzone technika mikromaciezowa wykazaly zmiany w ekspresji ponad 12
000 genow. W procesie inicjacji somatycznej embriogenezy zmiane ekspresji wykazato ponad 1
000 genéw, w tym najwieksza pule stanowily geny o nieznanej funkcji, a takze geny
scharakteryzowane jako zwigzane z podstawowym metabolizmem (Che i in. 2006). Wyniki te nie
odnosza sie jednak do skladow pozywek czy stezenia zastosowanych regulatorow wzrostu na
poziom ekspresji badanych genéw. W naszych dotychczasowych badaniach nie udalo sie
zainicjowac z sukcesem procesu embriogenezy i tworzenia zarodkdw haploidalnych. Uzyskane
wyniki wskazuja, iz istnieja przeszkody uniemozliwiajace przejscie kalusa z proliferacji w proces
embriogenezy. Wszystkie badane geny, kluczowe dla inicjacji procesu somatycznej embriogenezy,
wykazaty spadek ekspresji po dhluzszej inkubacji kalusow (Emir, Graf) na zastosowanych
pozywkach. Wyniki te sugeruja, iZ w zastosowanych pozywkach obecne byly jakie$ skladniki,
ktore inhibowaly ekspresje tychze gendow. Inng mozliwa przyczyna moze by¢ niewtasciwy dobor
regulatorow wzrostu lub ich niewlasciwe stezenie. Takie wyniki niestety nie pozwalajg na wybor
lub cho¢by wskazanie kierunku, w ktérym mozna byloby udoskonala¢ wykorzystane pozywki. Nie
mniej jednak, na podstawie uzyskanych wynikow udato sie pogrupowac¢ badane geny w dwie
grupy. Ekspresja genow w kazdej z grup jest ze sobg skorelowana. Poniewaz geny w kazdej grupie
reaguja podobnie na badane pozywki w dalszych badaniach przesiewowych mozliwe bedzie
przeanalizowanie przedstawicieli kazdej z grup. Dzieki temu mozliwe bedzie przetestowanie
wiekszej ilosci wariantow pozywek, co z kolei podniesie szanse na opracowanie w przysztoSci
pozywki, ktéra nie bedzie wptywala hamujaco na ekspresje genéw zwiazanych z inicjacja procesu
embriogenezy.
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