Zad. 65. Otrzymywanie populacji homozygotycznych roslin buraka ¢wiktowego z
zastosowaniem embriogenezy gametycznej.

W roku 2016 badania prowadzono w ramach 6 tematow badawczych.

Temat badawczy 1
Wyprowadzanie roslin donorowych

Celem tematu bylo uzyskanie roslin donorowych z prawidlowo wyksztalconymi
kwiatostanami, a w nich mikrosporami i zalagzkami.

W styczniu biezacego roku w kontenerach 15 1. z ziemia ogrodnicza i1 piaskiem
w stosunku 1:2 wysadzane byly po 2 korzenie z dwoch odmian komercyjnych Opolski,
Czerwona Kula (tacznie 120 roslin) i linii hodowlanych R10, R11, R12, 155, 158, 161, F2,
F5, F6 (tacznie 130 roslin). Kontenery zostaty umieszczone w 2 komorach wzrostowych
o regulowanej temperaturze w dziea +20°C, w nocy +18°C, fotoperiod 16 godz. o natezeniu
30 pmol'm?s? oraz w szklarni z do$wietlaniem do 16 godz. Prowadzone byly zabiegi
agrotechniczne, uprawa, nawozenie, ochrona przed patogenami. Wykonywane byly
obserwacje pod katem prawidlowosci wyksztatcania kwiatostanéw, a nastgpnie obserwacje
mikroskopowe rozwoju mikrospor w pakach tych roslin. Sposréd 250 wysadzonych roslin
byly usuwane takie, ktore miaty nieprawidtlowe kwiatostany lub zZle wyksztatlcone
mikrospory. Rosliny byty wysadzone zawsze z duzym nadmiarem, poniewaz zdarzaly si¢
ubytki: zamieranie ro$lin, me¢skosterylnos¢.
Korzenie burakéw dostarczone przez wspotpracujace spotki hodowlane bylty dobrej jakosci.
Zostaty one wysadzone do podtoza i umieszczone w komorach wzrostowych lacznie
70 korzeni linii hodowlanych i 30 korzeni odmian komercyjnych. W szklarni wysadzono
150 korzeni linii hodowlanych 1 odmian. Rosliny pielegnowano z nalezyta staranno$cia
nawozac 1 prowadzac wedlug potrzeby zabiegi ochroniarskie. Jednakze rosliny dwdch linii
albo nie wytworzyly pedow kwiatostanowych, a te ktore wytworzyly miaty kwiaty
zdeformowane do tego stopnia, ze nie mozna bylo zaklada¢ kultur pylnikowych, kultur
izolowanych mikrospor, ani kultur zalazkow. W poprzednich latach doswiadczen
stwierdzono, ze u buraka ¢wikltowego dlugos¢ paka jest dobrym zewngtrznym wskaznikiem
stadium rozwoju mikrospor, oraz ze dla réznych genotypow optymalne dla pobudzenia
androgenezy stadium moze by¢ w pakach roéznej dtugosci.
Obserwacje rozwoju zenskich komorek rozrodczych sa zdecydowanie trudniejsze, ale w ciagu
naszych badan udato nam si¢ zaobserwowac, ze stadium rozwoju woreczka zalazkowego jest
skorelowane ze stadium rozwoju mikrospor. Mozna wigc postuzy¢ si¢ obserwacjami
przebiegu mikrosporogenezy dla okreslenia stadium rozwoju woreczka zalazkowego.
W prowadzonym w tym roku obserwacjach stwierdziliSmy, ze optymalne dla przejscia na
droge rozwoju sporofitycznego byly w przypadku androgenezy byty paki 1,0-2,0mm,
a gynogenezy 1,8-3,0mm.

Temat badawczy 2
Indukcja gyno- i androgenezy

Celem zadania byla ocena wplywu genotypu na efektywnos¢ embriogenezy w kulturach
zalazkow 1 pylnikoéw, traktowania giberelina roslin donorowych w doswiadczeniach z
androgeneza oraz kontynuacja badan nad uzyskaniem ro$lin w kulturach izolowanych
mikrospor.

Do wywotania embriogenezy gametycznej uzyte byly 2 odmiany komercyjne Opolski,
Czerwona Kula i linii hodowlanych: R11, R12, 155, 158, 161, F2, F6 rosnace w warunkach



kontrolowanych i szklarniowych. Materiat roslinny — paki kwiatowe (zadanie 1) byly
wyjatawiane w 70% etanolu przez 2 min., nast¢pnie 2x ptukane sterylna woda destylowana.
Z wysterylizowanych pakoéw kwiatowych zostalty wyizolowane zalazki lub pylniki
(mikroskop stereoskopowy, komora z laminarnym przepltywem powietrza) i wyktadane na
pozywki indukcyjne.

Kultury zalazkéw prowadzono w temp. +27°C, przy stalym oéwietleniu, a kultury pylnikowe
traktowano przez 24 godz. temp. +35°C, potem umieszczane w ciemnosci, w temp. +24°C.
Kultury izolowanych mikrospor prowadzono takze w ciemnosci, w statej temp. +27°C. Po
uptywie okolo 4 tygodni rozpoczeto obserwacje  kultur. Efektywnos$¢ gametogenezy
okreslana byta jako liczba uzyskanych embrioidow w przeliczeniu na 100 wytozonych
zalazkow lub pylnikéw, a dla kultur izolowanych mikrospor - w przeliczeniu na szalke.

Wplyw genotypu oceniany byl na podstawie liczby uzyskanych zarodkéw w kulturach
pylnikowych 1 w kulturach zalazkow. W celu przeprowadzenia tego do$wiadczenia byto
wylozone 7184 pylniki (powtorzeniem jest jedna kolba, a w niej 40 pylnikow) oraz 1224
zalazki (powtorzeniem jest jedna kolba, a w niej 24 zalazki).

Do indukcji androgenezy w kulturach pylnikowych zastosowano pozywki indukcyjne ze
100g/l sacharozy na bazie Ng (Chu 1975) i Bs (Gamborg i in.1968) zestalonych agarem
w ilosci 6.5 g/l. Do kultur izolowanych mikrospor uzyto pozywki ptynne bez agaru, a do
indukcji gynogenezy zastosowano pozywke na bazie Bs (Gamborg i in.1968).

W celu zbadania wptywu gibereliny na proces indukcji zarodkéw androgenetycznych
zastosowano nast¢pujace sposoby traktowania nia roslin donorowych: 1 - podlewanie
roztworem wodnym gibereliny (25 mg GAz w 0,5 | wody) od posadzenia, 2 razy w tygodniu
po 250 ml na pojemnik z roslinami; 2 — podlewanie jak w kombinacji 1 i etiolacja, czyli
umieszczenie roslin donorowych w odpowiedniej fazie rozwoju pakéw kwiatowych w
ciemnym pomieszczeniu w temperaturze okoto +15°C na 5 dni; 3 — moczenie korzeni
burakow przed posadzeniem do podtozy w wodnym roztworze gibereliny (500mg/l) przez
1 dobg, a nastgpnie podlewanie jak w kombinacji 1. W celu przeprowadzenia tego
do$wiadczenia wytozono okoto 3394 pylniki (powtérzeniem jest jedna kolba, a w niej 40
pylnikow).

Do zaktadania kultur izolowanych mikrospor wysterylizowane paki kwiatowe bytly
uzyte do przygotowania zawiesiny mikrospor poprzez homogenizacj¢ i cykl wirowan.
Kultury izolowanych mikrospor prowadzono na jednej odmianie testowej. Zatozono 18 serii
kultur izolowonych mikrospor. Liczba szalek w kazdej serii byta zr6Zznicowana i uzalezniona
od iloéci mikrospor w otrzymanej zawiesinie.

Badajac wplyw genotypu na efektywnos$¢ androgenezy rowniez i w tym roku
stwierdzono bardzo duze ro6znice pomigdzy badanymi liniami i odmianami. Linia F2 okazata
si¢ bardzo embriogenna w kulturach pylnikowych, gdy paki byly pobierane z roslin
rosnacych w komorze wzrostowej. U trzech linii, ktorych dawcy pylnikéw byli umieszczeni
w tych samych warunkach nie otrzymano w ogole zarodkéw. Pordéwnujac 2
zastosowane pozywki stwierdzono, ze jednoznacznie lepsza okazala si¢ pozywka Bs. Na
pozywce Ng uzyskano zarodki tylko u tej najbardziej embriogennej linii w warunkach komory
wzrostowej. Natomiast gdy kultury byly zaktadane z pakow ros$lin rosnacych w szklarni
najwigcej zarodkoOw otrzymano z linii R11. Z trzech linii nie otrzymano zarodkéw. Rowniez
dla roslin rosnacych w szklarni pozywka Ng okazata si¢ gorsza, uzyskano zaledwie kilka
zarodkow z linii 161.

Badane linie roznity si¢ tez zdolno$cia do gynogenezy i to zaréwno, gdy rosliny
donorowe byly uprawiane w komorze jak 1 szklarni. Przy czym nalezy zauwazy¢, ze
szczegblnie linie oznaczone litera F byly embriogenne. Z pakéw ro$lin uprawianych w
komorze wzrostowe]j najwigcej zarodkow otrzymano z linii F6, a w szklarni linii F2.



W doswiadczeniu nad wptywem GA3 na indukcje androgenezy z roslin traktowanych
GA; stosujac podlewanie uzyskano mniej zarodkéw na 100 wylozonych pylnikow niz w
kombinacji kontrolnej, natomiast podlewanie poprzedzone moczeniem korzeni przed
posadzeniem w roztworze GA; przez 1 dobg dato podobne wyniki jak w kontroli. Wyrazne
zwigkszenie liczby otrzymanych zarodkow ze 100 wytozonych pylnikow osiagnigto przy
polaczeniu podlewania GAj z etiolacja przez 5 dni. Liczba reagujacych pylnikow byta
najwyzsza w kombinacji kontrolnej. Nawet przy polaczeniu podlewania i etiolacji byta nizsza
niz w kontroli.

Zatozono 18 serii kultur izolowanych mikrospor odmiany Opolski. Najmniejsza liczba
szalek z kulturami w jednej serii to 4 a najwyzsza to 13. Najczeséciej bylo to 7-8 szalek
w serii. Zaktadano kultury z materialu z wszystkich miejsc uprawy roslin donorowych
tj. komora wzrostowa, wolno stojacy kontener, oba te miejsca mialy ustalone warunki
temperaturowe 1 o$wietlenia - i ze szklarni. Zarodki otrzymano w trzech sposrod 18 serii
zatozonych ale bylo ich mato. Stwierdzono je w 2 seriach sposréd 4 pochodzacych w
kontenera z 1 z komory. Wskazuje to, ze regulowane warunki termiczne 1 o§wietleniowe sa
wazne dla efektywnosci embriogenezy androgenetycznej w kulturach izolowanych mikrospor.
Sposrod 10 serii kultur zatozonych z roslin rosnacych w komorze wzrostowej 4 byty
zakazone, z 4 zalozonych z ro$lin ze szklarni 1 byla zakazona, a z 4 serii z materialu
roslinnego z kontenera wszystkie byly czyste. Reasumujac nalezy stwierdzié, ze najlepiej
wypadty kultury izolowanych mikrospor z kontenera zaré6wno jak chodzi o otrzymywanie
zarodkow jak i o czystos¢ Kultur.

Temat badawczy 3
Regeneracja roslin gyno- i androgenetycznych i ich adaptacja

Celem zadania badawczego byta ocena wptywu 3 stezen makroelementow i 2 stezen
gibereliny na efektywno$¢ regeneracji roslin z zarodkow i 5 podtozy do ich adaptacji.

Wyniki uzyskane w roku 2015 spowodowaly, ze zrezygnowaliSmy z pozywek Ng
(Chu 1975), Bs (Gamborg i in. 1968). Zaréwno zarodki gynogenetyczne jak i struktury
embrioidalne otrzymane w kulturach pylnikowych rosty na nich gorzej, niz na pozywce MS.
W zwiazku z tym t¢ pozywke wybrano do tegorocznych doswiadczen. Zastosowane zostaly 3
stgzenia makroelementow: petne 1 ‘5, Y4. Zastosowano réwniez dodatek gibereliny do
pozywki regeneracyjnej. Uzyto dwoch stezen 1 1 3 mg/l.: w kazdej kombinacji wytozono po
10 zarodkow w kazdej z kombinacji. Liczba zarodkéw uzytych w doswiadczeniu na etapie
planowania nie byta mozliwa do okreslenia, bo zalezna jest od wydajnos$ci proceséw andro i
gynogenezy. Ta za$ zwiazana byta przede wszystkim z genotypem poszczegdlnych roslin,
odmian, linii hodowlanych oraz wptywem badanych czynnikow. Wspoétczynnik wytwarzania
zarodkow na drodze embriogenezy gametycznej zawieral si¢ w przedziale od 0 do kilkuset
zarodkéw na jednen pylnik lub zalazek. Probowki z zarodkami uzyskanymi w trakcie
realizacji tematu badawczego 3 zostaly umieszczone w fitotronie przy oswietleniu 16 godz. o
nat¢zeniu 30 umol'mz's'1 w temp. +20°C. W przeciagu kilku tygodni prowadzone byly
obserwacje skutkujace podziatlem materialu na kategorie: rosliny, nieukorzenione rozety,
namnozenia prawidtowe 1 kalusowate, zarodek. Nieukorzenione rozety, namnoZzenia
kalusowate 1 prawidtlowe oraz zarodki podlega¢ beda kolejnym pasazom. Prawidiowo
uformowane rosliny zostaly poddane adaptacji. W tym celu po ich wyjgciu z probowki
korzenie ich zostaly optukane z pozywki w wodzie destylowanej, nast¢pnie namoczone w 2
% roztworze Kaptanu i wysadzone do autoklawowanego podtoza w wielodoniczkach. Na tym
etapie przebadano wplyw poszczegolnych sktadnikow podioza na ten proces. W oparciu o
wyniki z zeszlego roku rezygnowaliSmy z podlozy zawierajacych ziemi¢ ogrodnicza.
Wielodoniczki z ro§linami umieszczone byly w warunkach wysokiej wilgotnosci, w tuneliku



foliowym umieszczonym w komorze wzrostowej w temp. + 20°C w dzien i +18°C w nocy
przy 16 godz. o$wietleniu o natezeniu 30 pmol'm®s™®. Po podjeciu przez rosliny
samodzielnego wzrostu, wilgotno$¢ obnizano przez przewietrzanie tuneliku przez okres kilku
dni, a nastgpnie zostaly umieszczone w komorze wzrostowej, w doniczkach o $rednicy 10cm.

Zarodki androgenetyczne po wylozeniu na pozywki do$wiadczalne w zdecydowanej
czesci zamarty. W 6 kombinacjach zamarty wszystkie zarodki. Przeprowadzajac obserwacje
nie zauwazono by podjely one wzrost 1 rozwoj. Nie stwierdzono wigc wptywu dodatniego ani
ujemnego stezen makroelementow ani GAsz i ich stgzen. Pozostale po zalozeniu
zaplanowanego doswiadczenia zarodki wytozono na kilka pozywek, poniewaz regeneracja w
procesie androgenezy jest bardzo trudnym i nierozwigzanym zar6wno przez nas jaki i
kogokolwiek na s$wiecie zagadnieniem. Wsrod uzytych pozywek byta tez ta, ktora w
doswiadczeniu GA; byta pozywka kontrolna. Na tej pozywce zaobserwowalismy wzrost
kalusowatych tkanek. Wskazuje to na fakt, ze z doSwiadczeniu z GA3 zadzialat inny czynnik
niz pozywka. Zregenerowane z zarodkéw androgenetycznych tkanki zostaty juz 2- krotnie
przepasazowane nadal zyja. W czasie nastgpnych obserwacji stwierdzono po raz pierwszy
organogenezg, zaobserwowano pedy. Pedy te wykazaty zdolno$¢ do namnazania powstato ich
cate skupisko. Aktualnie czg§¢ tych peddéw jest przetozona na pozywke do namnazania a
druga czes¢ na pozywki do ukorzeniania.

Zarodki gynogenetyczne po wylozeniu na pozywki z rdéznymi stezaniami
makroelementéw 1 GAj3 wytwarzaly nieuorganizowane tkanki i pedy, czyli nastapita
organogeneza zaraz po wylozeniu na pozywki regeneracyjne. Najwigcej zarodkow podjeto
wzrost i rozwdj na pozywce MS z pelnym stgzeniem makroelementoéw, mniej na pozywce z
potowa makroelementéw, a najmniej na pozywce w ktorej zastosowano 4 makroelementow.
GA; wplywato korzystnie na wywotanie organogenezy. Szczegdlnie korzystnie wypadata
pozywka z pelnym stgzeniem makroelementow 1 3mg/l GAs. Na tej pozywce 80% zarodkow
rozpoczglo oragnogenezg. Dokonano obliczen uzyskanego namnozenia z zarodkow
gynogametycznych i stwierdzono, Zze najwigcej rozet jak i ich zaczatkow uzyskano na
pozywce MS z pelnym stgzeniem makroelementéw 1 dodatkiem gibereliny.

Zarodki androgenetyczne otrzymane w kulturach izolowanych mikrospor zamarty jeszcze
bedac w pozywce indukcyjne;.

W tegorocznych dos$wiadczeniach uzyskano poprawe efektywno$ci adaptacji — wyzszy
procent roslin przezyt okres aklimatyzacji. Ponadto stwierdzono, ze dodatek nawozow
krzemowych wplywat korzystnie na proces adaptacji. Najwyzszy procent zaadaptowanych
ro$lin uzyskano w podtozu z dodatkiem 1,5g NSi i 1,6 CaSiO3/ 1dm3 torfu.

Temat badawczy 4
Badanie ploidalnosci i homozygotycznosci roslin gyno- i androgenetycznych

Celem zadania byto okreslenie ilosci DNA jadrowego w uzyskanych roslinach i liczby
homozygot w analizowanej populaciji.

Ploidalno$¢ uzyskanych ro$lin oceniono przy uzyciu przeptywowego Partec PAIL
Materialem do analiz byly ich mtode liScie (zadanie 3) okoto 100 roslin. Zastosowano
podstawowy bufor firmy Partec (CyStain DNA) z dodatkiem PVP 40. Wyizolowane jadra
komoérkowe barwiono DAPI w stezeniu 0,Img/l. W prébach analizowano od 500 do 1000
jader komorkowych. Rosliny o podwojnym garniturze chromosomowym poddano badaniu
homozygotycznosci przy pomocy 2 systemOéw  izoenzymetycznych PGI (izomeraza
fosfoglukozoizomeraza E.C. 5.3.1.9), AAT (aminotransferaza asparaginianowa E.C. 2.6.1.1).
Material zmacerowano w buforze ekstrakcyjnym tris-maleate o pH 8,0 zawierajacym w
swoim sktadzie 10% glicerol, 10% polyvinylpyrrolidon (PVP-40), 0,5% Triton X-100 i 14
mM B-mercaptoethanol. Elektroforez¢ przeprowadzono na 10% zelu skrobiowym wg.



Gottlieba (1973), w ktorego sktad wchodzi: 15 ml buforu litowo-borowego (wodorotlenek litu
1,20 g/l, kwas borowy 11,89 g/l), 125 ml Tris o pH 8,4 oraz skrobia ziemniaczana 16,2 g/l.
Rozdziat enzymow wykonano wg metody Selander 1 in. (1971), z zastosowaniem buforu
litowo-borowego zapewniajacego optymalne warunki rozdzialu i stabilizacji biatek przy
napieciu pradu V 300 1 natezeniu 50 mA. Dla wizualizacji polimorfizmu izoenzymu PGI
zastosowano metod¢ Weeden i Gottlieb (1980), wg ktorej zele zostaly zalane roztworem
wybarwiajacym (reakcyjnym) i umieszczone w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej.
Reakcja enzymatyczna (wizualizacja polimorfizmu) AAT przeprowadzono w cieplarce w
temperaturze +37°C.

W 2016 roku poszerzono badanie homozygotycznosci roslin poprzez uzycie analizy NGS.
Zostala ona wykonana na trzech wybranych roslinach o diploidalnej liczbie chromosomow
(analiza cytometryczna) i okreslonych jako homozygoty przy uzyciu izoenzyméw PGI i AAT.
Z kazdej ro$liny pobrano probeg okoto 200 mg blaszki lisciowej (z mtodych lisci). Z préb tych
wyizolowana byta frakcja catkowitego RNA (najprawdopodobniej zestawem firmy Norgen
Biotek).Stezenie i czysto$¢ preparatu zostaty ocenione spektrofotometrycznie. Do oceny
stopnia (braku) degradacji RNA wykorzystano profil elektroforetycznego rozdziatu w
niedenaturujacym zelu agarozowym.Trzy preparaty o odpowiedniej jako$ci (po jednym na
ro$ling) przekazano firmie uslugowej, ktéra wykonata bibliotekg¢ cDNA z poliadenylowanej
frakcji (transkryptom) i poddata ja sekwencjonowaniu NGS. Surowe odczyty po wstepnej
obrobce przekazano i postuzyly do wiasciwej analizy. Analizg¢ bionformatyczna wykonano
przy pomocy programu CLC Genomics Workbench. Oceniono jednorodnos$¢ odczytanych
sekwencji dla co najmniej 100 genow z kazdego chromosomu (razem 900 genoéw).
Ewentualne rozszczepienie sekwencji nukleotydowych genow wystepujacych w jednej kopii
bylo interpretowane jako dowod braku homozygotycznosci.Jednorodnos¢ sekwencji
wszystkich gendow wystepujacych w jednej kopii byla interpretowana jako dowod
homozygotycznosci. W polaczeniu z analiza fluorocytometeryczna (okreslenie wielkosci
genomu / ploidalno$ci) pozwolito na jednoznaczna identyfikacj¢ podwojonych haploidéw
(wsrod trzech wstepnie wytypowanych roslin).Dodatkowo uzyskano wiedze o poziomie
ekspresji wszystkich genéw badanych roslin.Ze wzgledu na mata poczatkowa ilos¢ roslin (3)
nie umozliwi to uzyskania statystycznie wiarygodnego kompletnego profilu transkrymptomu
(nie to jest celem na tym etapie), ale moze postuzy¢ do wytypowania "ciekawych" genéw,
ktore w pozniejszym etapie moga by¢ przeanalizowane innymi metodami.

Badajac ploidalno$¢ rozet buraka ¢wiklowego otrzymanych droga gynogenezy
stwierdzono silng zalezno$¢ genotypowa. Rozety odmian : Opolski Czerwona Kula i linii RA-
515/11 byly w 100% haploidami, a u linii 4/11 diploidami.

Rosliny o podwojonej liczbie chromosoméw poddane =zostaly analizie
homozygotycznosci pod wzgledem dwoch izoenzymow. Dla izoenzymu PGI uzyskano
polimorfizm pozwalajacy na wyznaczenie homozygot dla wszystkich badanych roslin,
podczas gdy dla izoenzymu AAT nie u wszystkich roslin udato si¢ jednoznacznie
zinterpretowa¢ uzyskane zymogramy. Homozygot pod wzglgdem PGI w badanej populacji
bylo 95%, podczas gdy w stosunku do drugiego izoenzymu wynaczono 70% homozygot i
okoto 23% heterozygot, okoto 7 % stanowity rosliny o nieczytelnym polimorfiZmie prazkow.

Z trzech wybranych roslin (kultury in vitro nr 399, 426, 521) wyizolowano catkowite
RNA wolne od DNA. Widma absorbcji UV trzech preparatow przedstawiono na rysunku 1A.
Wszystkie preparaty charakteryzowatly si¢ wysoka czysto$cia (wspotczynnik Azgo/Azso > 1,9),
stezeniem wyzszym od 200 ng/ul oraz nie byly zdgradowane, o czym $wiadczyla obecnos¢
dwoch prazkow rRNA obserwowanych na profilu elektroforetycznym. Dwa z trzech
preparatow wymagat dodatkowego traktowania w celu usunigcia DNA. Skutecznos$¢ tego
etapu izolacji RNA. Z preparatow przekazanych do firmy Genomed S.A. przygotowano
biblioteki cDNA z frakcji poliadenylowanego RNA oraz dokonano odczytu sekwencji na



platformie Illumina HiSeq. Surowe odczyty (po odcigciu adapterow i1 sprawdzeniu jako$ci
odczytu) zostaty przekazane do Instytutu Ogrodnictwa. Dla prob 399, 426 i 521 odczytano
odpowiednio 17,7 miln, 57,8 mln i 41,8 pojedynczych sekwencji o dlugosci okoto 100
nukleotydow kazda. Sekwencje odczytano w trybie sparowanym (odleglos$¢ od 83 do 317 nt),
co zwigkszylo ich efektywna dtugos¢. Odczyty bibliotek zmapowano (oddzielnie dla kazdej
proby) na sekwencje 29.088 transkryptow odczytanych dla buraka cukrowego (Dohm et al.,
2014). Zmapowano z sukcesem po 93% odczytow dla kazdej z trzech prob, z czego od 83%
do 85% zmapowano w parach. Na zestaw 29.088 transkryptéw referencyjnych o lacznej
dtugosci 44.686.800 nukleotydow zmapowano odpowiednio: 16.530.673 fragmentéw (taczna
dlugo$¢ zmapowanych fragmentéw: 1.645.771.149 nt) dla preparatu 1 399, 56.121.204
fragmentow (5.398.960.791 nt) dla preparatu 2 426 oraz 39.111.596 fragmentow
(3.901.891.001 nt) dla preparatu 3 521. Liczbg transkryptéw buraka cukrowego, do ktorych
zmapowaly si¢ odczyty uzyskane dla prob buraka ¢wiklowego (przy zastosowanych
parametrach mapowania: 60%,80%). Dla kazdej z badanych ro$lin utworzono wykaz
zaobserwowanych wariantow (w uproszczeniu: réznic sekwencji w poréwnaniu Z
transkryptami referencyjnymi.

W analizie uwzglgdniono mozliwo$¢ wystapienia bledéw sekwencjonowania -
wykorzystano wspotczynniki jakosci utworzone w czasie sekwencjonowania, mapowania —
do eliminacji/zredukowania tych bledow wykorzystywany byt zaawansowany algorytm
wbudowany w oprogramowanie bioinformatyczne. Czg§ciowo uwzgledniono tez mozliwosé
wystepowania w genomie kilku kopii niektérych gendw rézniacych si¢ migdzy soba.

W  wyniku analizy zidentyfikowano do 172.710 potencjalnych wariantow
roznicujacych referencyjny transkryptom buraka cukrowego i badanej linii buraka
¢wiklowego (tabela 2), co oznacza do 86.355 potencjalnych miejsc wystgpowania
zrdéznicowania. Dla ponad 95% tych miejsc nie stwierdzano heterozygotyczno$ci badanych
roslin (399, 426 1 521). Oczywiscie homozygotyczny charakter miaty wszystkie pozostate
przeanalizowane nukleotydy (okoto 20.000.000 pojedynczych nukleotydéw identycznych w
transkryptomie referencyjnym i badanym).

Kazdy chromosom byl reprezentowany w analizie wariantow przez co najmniej 400
transkryptoméw (genow lub ich fragmentow). Dla kazdego z 9 chromosomow
przeanalizowano co najmniej 4000 wariantéw (SNV, MSV lub ins/del) pod wzgledem
homozygotycznosci w badanej linii buraka ¢wiktowego.

Temat badawczy 5
Podwajanie liczby chromosoméw u roslin haploidalnych
Zastosowanie kolchicyny i innych czynnikdw chemicznych

Celem zadania bylo zastosowanie na etapie regeneracji zwiazkéw antymitotycznych w
celu podwojenia liczby chromosomow u androgenetycznego materiatu roslinnego.

Dos$wiadczenie nad podwajaniem liczby chromosomoéw zostato przeprowadzone na
etapie regeneracji in vitro. Rozety (20 rozet w kazdej kombinacji, kazda w osobnej probowce,
a wigc rozeta stanowi powtorzenie) zostaly poddane dziataniu w warunkach in vitro
substancjom antymitotycznym: kolchicyny trifluraliny, amiprophos metylu (APM), oryzaliny.
W tym celu zostaly one przetozone w warunkach sterylnych do 20 probéwek w obrgbie
kazdego wariantu, kontrolnego, 1 pozywek z dodatkiem wyzej wymienionych zwiazkow
antymitotycznych. Tegoroczne doswiadczenie nad podwajaniem liczby chromosoméw
zaplanowano w oparciu 0 wnioski uzyskane w poprzednim roku. Zastosowane w zesztym
roku stezenia antymitotykow okazaty si¢ nie toksyczne dla rozet buraka. Jednocze$nie procent
roslin o podwojonym garniturze chromosomowym nie byt wysoki w poszczegdlnych
kombinacjach. Postanowiono 2x zwigkszy¢ zastosowane poprzednio st¢zenia. Najlepsze



wyniki w zesztorocznym doswiadczeniu data oryzalina, dlatego w jej przypadku
wprowadzono trzy st¢zenia. Probowki z materialem ro$linnym zostalty umieszczone w
komorze wzrostowej w ciemnosci w temperaturze +18-20°C na okres 24 godz. Po tym czasie
materiat zostal przeniesiony na pozywke MS bez udzialu zwiazkdéw antymitotycznych i
nastepnie umieszczony w fitotronie w temperaturze +18-20°C przy o$wietleniu 30 pumol'm’
25 fotoperiodzie 16 godz. $wiatta i 8 godzin ciemnosci. Po uzyskaniu wzrostu namnozen do
odpowiedniej objetosci pozwalajacej bez strat na pobdr prob do badan cytometrycznych
zostal wykonany ponowne badanie ploidalnosci w celu potwierdzenia skutecznos$ci
haploidyzacji przez zwiazki antymitotyczne.
Warianty do§wiadczalne:
Na kazdej pozywce po 20 rozet (kazda rozeta w osobnej probowce - jest powtdrzeniem).
1. kontrolny na pozywke MS —
2. pozywki MS z dodatkiem APM - 100 pM/1
3. pozywki MS z dodatkiem trifluraliny - 100 pM/1
4. pozywki MS z dodatkiem oryzaliny - 75 uM/1
5. pozywki MS z dodatkiem oryzaliny - 100 pM/1
6. pozywki MS z dodatkiem oryzaliny — 125 uM/1
7. pozywki MS z dodatkiem kolchicyny - 50uM/1

Zastosowane stezenia APM 1 Trifluraliny hamowaty wzrost i rozw0j potraktowanych
nim rozet buraka ¢wiktowego. W czasie, gdy z kombinacji kontrolnej i kombinacji z
oryzaling pobierano materiat do badan z ploidalnosci w kombinacji z APM 1 Trifluraling nie
bytlo materialu roslinnego do badan ploidalnosci. Przeprowadzono wigc kolejny pasaz na
Swieza pozywke namnazajaca 1 w ponownej probie znow nie uzyskano materialu do badan
ploidalno$ci. Wobec tego dokonano ponownego przelozenia kultur na $wieza pozywke.
Rozety kontrolne czyli nietraktowane antymitotykami okazaty si¢ w 100% diploidami. Po
traktowaniu oryzaling w badanych st¢zeniach 75 uM, 100 uM, 125 uM byly w 100%
diploidami. Natomiast po potraktowaniu kolchinyna 50 uM — 81,8% bylo haploidami.
Wobec faktu, ze rozety kontrolne byly w 100% haploidami, co potwierdzilo si¢ tez w
badaniach w temacie czwartym przeprowadzono dodatkowe do$wiadczenie na odmianie
Opolski stosujac 3 kombinacje doswiadczalne: traktowanie oryzaling 75, 100 ,125 puM/I
pozywki. Rozety kontrolne byly w 100% haploidalne. Po zastosowaniu oryzaliny w st¢zeniu
75 uM uzyskano 80% rozet o podwojonym garniturze chromosomowym. Po potraktowaniu
rozet oryzaling w koncentracji 125 pM uzyskano 68,4% podwojonych haploidow. Natomiast
przy uzyciu oryzaliny w stgzeniu 100 uM bylo tylko 11,8%.

Temat badawczy 6
Ocena cech uzytkowych roslin gyno- i androgenetycznych

Celem zadania byla ocena cech uzytkowych roslin gyno- i androgenetycznych z
zastosowaniem konwencjonalnych metod hodowlanych.

Otrzymane w 2015 roku nasiona z samozapylenia rosliny meskoplodnej 1 zapylenia jej
pytkiem roslin meskosterylnych zostaty wysiane. Liczba roslin, ktore byly oceniane zalezata
od liczby nasion, ktére wykietkowaty 1 wytworzy ro$liny. Uzyskano trzy kwitnace rosliny.
Roslina o numerze 6432 byla mgsko ptodna, a rosliny o numerach 6430 i 6331 byty mesko
sterylne. Rosling mgsko ptodna samozapylano, a rosliny mesko sterylne zapylano pytkiem
rosliny 6432.Nasiona burakow uzyskane w roku 2015 posiano na polu w Raciborowicach na
glebie czarnoziem zdegradowany, przy zastosowaniu efektywnych mikroorganizmow w
dawca 40 I/ha w postaci Ema Farma plus. Uzupelniajace nawozenie azotowe wykonano na
podstawie aktualnej analizy gleby saletra amonowa w ilosci 1,0q/ha. Nasiona burakéw
wysiano 07.07.2016r. Po siewie nasion zastosowano 3 razy herbicyd Kemifam w dawce 1,0



L/ha. Jeden raz ro$liny przerwano recznie i odchwaszczono. Profilaktycznie wykonano
dwukrotnie oprysk preparatem Domark 100 EC 0,25 I/ha + Superam 0,2 I/ha przeciw
chwoscikowi burakowemu. Buraki wykopano 18.10.2016r.Pod koniec okresu wegetacji,
przed zbiorem byly oceniana cz¢§¢ nadziemna czyli rozeta. Byla to ocena wizualna pokroju
rozety (wzniesiony, rozlozysty, pétwzniesiony) i jej Srednicy (duza, srednia, mata). Korzenie
zostaly ocenione po zbiorze. Byly to nastgpujace cechy: ksztalt wielko$¢ zgubienia
korzeniowego, obecnos¢ korka, gtadkos$¢ skorki.

Oceniajac liscie trzech obiektow hodowlanych stwierdzono niewielkie rdéznice w ich
wielkosci. Nieco mniejszy od pozostatych byt 1is¢ u obiektu 6430, takze ksztalt licia byt
inny owalny gdzie u pozostalych ksztatt byt trojkatny (obiekt 6431) lub trojkatnie owalny
(obiekt 6432). U obiektu 6431 ogonek lisciowy zakwalifikowano jako gruby podczas gdy u
pozostatych ogonek byt $rednio gruby. Pozostate parama tetry dla czesci nadziemnych byty
takie same dla wszystkich. Rozeta dla wszystkich obiektow miata pokrdj potwzniesiony.
Ocena cech uzytkowych korzeni buraka roslin uzyskanych od trzech wyzej wymienionych
obiektoéw wykazala ze najmniej korka posiadaty na swej powierzchni rosliny z obiektu 6432.
Takze rosliny te charakteryzowaly si¢ najbardziej gladka skorka. Rosliny z obiektu
hodowlanego 6430 miaty $rednio najwigksza srednice glowy podczas gdy najwigksza $rednig
srednica korzenia charakteryzowaty si¢ rosliny uzyskane z obiektu 6431



