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OFERTA WDROZENIOWA

Zastosowanie cytometrii przeplywowej
w hodowli mieszancow miedzygatunkowych,
poliploidow i podwojonych haploidow roslin ogrodniczych

Stowa kluczowe: cytometria przepltywowa, tetraploidy, podwojone haploidy, mieszance migdzy-
gatunkowe, jabton, narcyz, burak, marchew, kapusta

Cytometria przeptywowa (FCM) jest technikg
analityczng umozliwiajacg oceng zawartos$ci ja-
drowego DNA (wielko$¢ genomu) w materiale
roslinnym. Analiza FCM jest powszechnie wy-
korzystywana w badaniach z dziedziny takso-
nomii, hodowli, systematyki i ewolucji. Jest to
prosta i szybka metoda, polegajaca na pomiarze
fluorescencji DNA jadrowego, barwionego
barwnikami fluorohromowymi. Najczgsciej
wykorzystuje si¢ indolo-4’,6-dwuamidyno-2-
fenyloidyne (DAPI) 1 jodek propidyny (PI). Do
przeprowadzenia analizy cytometrycznej wy-
starczy niewielki fragment tkanki, np. 0,5-
1 cm? §wiezych lisci, z ktérego po rozdrobnie-
niu izoluje si¢ jadra komorkowe 1 barwi w od-
powiednich bufo-rach, zawierajacych wymie-
nione barwniki.

W Instytucie Ogrodnictwa analiz¢ FCM wyko-
rzystuje si¢ w badaniach stuzacych pracom ho-
dowlanym. Metoda ta jest przydatna do selekcji
sztucznie indukowanych poliploidow wielu ga-
tunkow roslin ogrodniczych (m.in. jabtoni, po-
rzeczki, lilii, liliowca 1 tulipana) oraz do wstgp-
nej selekcji haploidow 1 podwojonych haploi-
dow uzyskanych na drodze androgenezy czy
gynogenezy (burak i marchew). W tego typu
pracach analizowany jest poziom ploidalnos$ci
przy uzyciu buforéw zawierajacych DAPI.

Wiadomo, ze poszczegdlne gatunki roslin, a na-
wet ich odmiany, r6znig si¢ zawartoscig jadro-
wego DNA i w obregbie danego rodzaju wiel-
ko$¢ ta jest zazwyczaj pochodng liczby chro-
mosomow. Wielko§¢ genomu jest cecha specy-
ficzna 1 jego ocena moze by¢ pomocna w roz-
nicowaniu taksonéw. W Instytucie Ogrodnic-
twa analize wielko$ci genomu dla celow takso-
nomicznych wykorzystano u narcyza, jabloni
i liliowca. Taka analiza jest rOwniez uzywana
w hodowli mieszancow miedzygatunkowych
do szybkiego potwierdzenia statusu mieszanca
z uzyskanych siewek. Jednak uzycie tej metody
jest uzasadnione tylko wtedy, gdy gatunki wy-
typowane do krzyZzowan wyraznie réznig si¢
wielko$cig genomdw, np. taksony w obrgbie ro-
dzaju Brassica (kapusta). Mieszance Fi migdzy
takimi gatunkami charakteryzuja si¢ posrednia
zawartoscig jadrowego DNA. W analizie wiel-
kosci genomu, wykorzystywanej w badaniach
taksonomicznych, oraz w ocenie statusu mie-
szancoOw do barwienia DNA wykorzystuje si¢
jodek propidyny oraz standard wewnetrzny —
rosline innego gatunku o znanej wielkos$ci ge-
nomu. Doktadno$§¢ metod cytometrycznych
(FCM) zalezy od stosowanego buforu ekstrak-
cyjnego, czasu barwienia oraz uzytego stan-
dardu wewnetrznego. W ocenie zawartosci
DNA przy uzyciu barwnikow taczacych sie
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z kwasami nukleinowymi nalezy uwzgledni¢ niemozliwy do interpretacji, ze wzgledu na bar-
fakt, ze w cytozolu komorek wielu gatunkéw dzo niska jako$¢ histogramu. Przeciwdziala
wystepuja inhibitory wybarwiania, np. zwigzki  temu dodatek do buforu ekstrakcyjnego antyu-
fenolowe. Powodujg one, iz odczyt moze by¢ tleniaczy, np. PVP, ktore czgsciowo lub catko-
obarczony duzym bledem — zanizony lub nawet ~ wicie znoszg efekt inhibitoréw.
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Histogramy analizy cytometrycznej z wykorzystaniem jodku
propidyny i standardu wewnetrznego (kukurydzy) uzytych do Fenotyp kwiatéw liliowca: po lewej
pomiaru zawarto$ci DNA w jadrach komérkowych izolowanych tetraploida, po prawej diploida
z lisci liliowca: diploida (po lewej) i tetraploida (po prawej)

Innowacyjnos$¢ wdrozeniowa — efekty gospodarcze i spoleczne

Warunki analizy zawarto$ci DNA jadrowego, wykonywanej przy uzyciu cytometrii przeptywo-
wej, zostaly zoptymalizowane dla wielu gatunkéw roslin ogrodniczych. Zoptymalizowane tech-
niki FCM moga by¢ wykorzystywane w pracach hodowlanych do selekcji haploidow, podwojo-
nych haploidéw, poliploidéw oraz do oceny statusu mieszancow, otrzymanych w wyniku krzy-
zowania taksondw roznigcych si¢ wielkoscig genomu. Szersze zastosowanie techniki FCM przy-
czyni si¢ do znacznego przyspieszenia prac hodowlanych, ktorych celem jest wytworzenie ulep-
szonych genotypow o nowych cechach jakosciowych.

Podmioty, do ktorych skierowana jest oferta wdrozeniowa

Firmy hodowlane, osrodki badawcze zajmujace si¢ pracami hodowlg 1 pokrewne
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