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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania androgenetycznych roslin marchwi w kulturach
pylnikowych.

Produkcja roslinna na swiecie zdominowana jest przez odmiany, u ktérych wystepuije efekt hete-
rozji pozwalajgcy uzyskac wyzszy plon o lepszej jakosci. Hodowla tych odmian metodami tradycyjnymi
trwa od 6 do 8 lat. Zastosowanie kultur pylnikowych czy kultur izolowanych mikrospor skraca etap ho-
mozygotyzacji komponentdéw rodzicielskich do okoto 1-2 lat, w ciggu ktérego uzyskuje sie nowg ustabi-
lizowang genetycznie populacje homozygotycznych genotypdéw w jednym pokoleniu.

Androgeneza jest procesem rozwoju rosliny z gametofitu meskiego. U podstaw technik kultur
pylnikowych oraz kultur izolowanych mikrospor lezy teoria totipotencji komaérki Virchowa z roku 1858
(Vasil I. K. 2008), ktéra zaktadata, ze kazda komoérka roslinna ma zdolno$¢ do réznicowania w tkanki,
organy i odtwarzania catego organizmu. W latach 1964 i 1966 Guha i Maheshwari jako pierwsi na Swie-
cie otrzymali zarodki bielunia indyjskiego (Datura innoxia L.) z mikrospor w kulturach pylnikowych i zre-
generowali z tych zarodkéw rosliny (Guha-Mukherjee 1999). Ogdlnie u roslin wyzszych proces taki
mozna indukowaé przez poddanie pylnikdow lub izolowanych mikrospor kulturze na sztucznej pozywce
in vitro. Normalnie mikrospory rozwijajg sie w ziarna pyitku, ale w wyniku réznego rodzaju bodzcow
zmieniajg droge rozwojowg i powstaje zarodek, a potem haploidalna roslina (Heberle-Bors i Reinert
1979, Wang i in. 2000, Shariatpanahi i in. 2006). Zastosowanie technik kultur pylnikowych oraz kultur
izolowanych mikrospor pozwala na uzyskanie nowej zmiennosci genetycznej. W hodowli heterozyjne;j
prowadzi sie selekcje na duzej populacji materiatu roslinnego przez kilka lat. W rozwigzaniu tego pro-
blemu pomaga zastosowanie metod biotechnologicznych, poniewaz cechy recesywne ujawniajg sie juz
na etapie regeneracji in vitro. Pozwala to na szybkg i skuteczng selekcje, a co za tym idzie uzycie
w hodowli ograniczonej ilosci wartosciowego materiatu roslinnego.

Przez podwojenie liczby chromosomdéw w haploidach otrzymuje sie podwojone haploidy. U po-
dwojonych haploidéw wszystkie loci sg homozygotyczne, a cechy roslin sg wyrazniejsze.

Tworzenie diploidalnych linii podwojonych haploidéw daje mozliwosci ich wykorzystania w hodowli
heterozyjnej, gdzie wymagane sg komponenty rodzicielskie, ktérych skrzyzowanie zapewnia odpowied-
nio wysoki poziom heterozji w pokoleniu Fi. Linie podwojonych haploidow majg szerokie zastosowania
zarowno w badaniach podstawowych, jak i programach hodowlanych. Stosuje sie je przy mapowaniu
genodw, co ma szczegdlne znaczenie dla identyfikacji gendw warunkujgcych cechy jakosciowe i ilosciowe,
analizach genetycznych, krzyzowaniach oddalonych majgcych za zadanie wyprowadzenie nowych cech,
indukowaniu mutacji, transformaciji, somatycznej hybrydyzacji i produkcji sztucznych nasion.

Znany jest sposéb regeneracji roslin marchwi z zarodkéw, ktory stosowali Andersen S. B., Chri-
stiansen |., Farestveit B., opisany w publikacji pt. ,Carrot (Daucus carota L.): In Vitro Production of Ha-
ploids and Field Trials, [w:] Biotechnology in Agriculture and Forestry, Vol. 12, Haploids in Crop Improve-
ment |, Springer-Verlag Berlin Heidelberg 1990, s. 393—402. Korzenie dwéch swobodnie zapylonych
odmian marchwi (Feonia Nobo i Nantes Topschoor), zebrane w polu w pazdzierniku, byty przechowy-
wane w temperaturze 2—4°C przez zime i posadzone w okresie od potowy kwietnia do potowy maja
w rowki (odstepy miedzy rowkami 50 cm, odstepy miedzy roslinami w rowku 20 cm). Podczas wzrostu
boczne pedy byly usuwane, aby otrzymaé z jednego korzenia tylko jeden dobrze rozwiniety baldach.
Baldachy byty $cinane z 25-centymetrowym pedem w czerwcu i trzymane przez okres od 2 do 4 dni
w temperaturze 5-7°C, przy czym obciety koniec zanurzony byt w wodzie. Baldachy z dobrze rozwinie-
tym pylkiem w odpowiednich stadiach rozwoju byty wybierane do kultur pylnikowych. Zewnetrzne bal-
daszki z kazdego baldacha gtéwnego byty sterylizowane przez 8 minut w 0,1% roztworze HgCl: i ptukane
3 razy w jatowej wodzie. Zewnetrzne, najlepiej rozwiniete paki kwiatowe z kazdego gtéwnego baldacha,
byly umieszczane w mieszaninie kwasu octowego lodowatego i alkoholu (1 :3) do pdzniejszego okresle-
nia doktadnego stadium rozwoju pytku. Zalgznia pgka kwiatowego byta przytrzymywana penseta, a pyl-
niki byly stopniowo wyjmowane pod binokularem przy pomocy igty preparacyjnej, zas nitki pylnikowe
zostawaly w paku. Pozywkg do kultur pylnikowych byta pozywka BS (wg Gamborga i in. 1968 r.), zmo-
dyfikowana i zastosowana do kultur pylnikowych rzepaku przez Kellera i Armstronga (1978 r.) wzboga-
cona o0 10% sacharozy, 500 mg/l glutaminy, 100 mg/l seryny, 0,1 mg/l NAA, 0,1 mg/l 2,4-D i 0,8% Difc
Bacto Agaru. Bloczki pozywki o wymiarach 1,5 x 1,5 x 0,5 cm byty ciete z ptytek Petriego z zestalonej
pozywki. Na kazdym bloczku pozywki uprawiano od 30 do 50 pylnikéw jednorazowo. Szalki Petriego
z bloczkami pozywki i pylnikami zamykano folig polietylenowg. Kultury byly inkubowane w temperaturze
27°C w ciemnosci przez 2 pierwsze tygodnie, a nastepnie w tej samej temperaturze przez caty pozostaty
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okres wzrostu w $wietle biatym ciggtym o wartosci 15 W/mZ2. Co 12—14 dni kultury byty przenoszone na
Swieze pozywki. Dla utatwienia pasazy pylniki byly przektadane na krazki z bibuty filtracyjnej. W czasie
pierwszego pasazu (przetozenia) eliminowano pylniki z zakazeniami bakteryjnymi. Embriony lub kalus,
pojawiajgce sie na pylnikach, po 2—4 miesigcach byty przenoszone na pozywke B5 bez substancji wzro-
stowych z 2% sacharoza w celu uzyskania regeneracji. Zarodki kietkowaty bezposrednio w pojedyncze
rosliny w ciggu kilku dni. Zregenerowane rosliny byty utrzymywane na bawetnianych korkach w szklanych
probéwkach z ptynnym podtozem, takim samym jak w przypadku regeneraciji, az do osiggniecia 4—6 liSci.
Rosliny w dobrej kondycji przenoszono do torfu i umieszczano w zaciemnionej szklarni z wysokg wilgot-
noscig, w ktérej przebywaty przez 2—4 tygodnie. Wyhodowane korzenie przed liczeniem chromosomow
poddawano przez 22 godziny kagpieli w wodzie z lodem oraz w roztworze kwasu octowego i alkoholu.

Znany jest z polskiego opisu patentowego nr 208426 Sposob regeneraciji roslin marchwi z zarod-
kéw androgenetycznych, ktéry charakteryzuje sie tym, ze zarodki marchwi uzyskuje sie w kulturach
pylnikowych prowadzonych w ciemnos$ci na znanej pozywce w kolbach zamknietych folig aluminiowg
z podktadem z tréjwarstwowej ligniny, a nastepnie po pojawieniu sie na pylnikach zarodkéw przenosi
sie kolby z pylnikami na swiatto ciggte i utrzymuje stalg temperature 27°C i oswietlenie o wartosci
30 umoli -m-2sec.”, a nastepnie po zazielenieniu sie zarodkéw przenosi sie je do probéwek na pozywki
do regeneracji, przy czym w jednej probéwce umieszcza sie jeden zarodek, probéwke zamyka folig
aluminiowg z podkfadem z trojwarstwowej ligniny i umieszcza w pokoju wzrostowym, w ktérym utrzy-
muje sie statg temperature 20°C, dlugos$¢ dnia 16 godzin, dtugos$¢ nocy 8 godzin oraz zapewnia dla
warunkéw dziennych oswietlenie o wartosci 30 umoli - m2sec., a nastepnie po pojawieniu sie na za-
rodkach roslinek przenosi sie je do stoikéw zawierajgcych pozywke do regeneracji, zamyka przykryw-
kami autoklawowalnymi, przy czym stoiki nadal znajdujg sie w pokoju wzrostowym, w ktérym utrzymuje
sie statg temperature 20°C, dtugos$¢ dnia 16 godzin, dtugo$¢ nocy 8 godzin oraz zapewnia dla warunkow
dziennych oswietlenie o wartosci 30 umoli - m-2sec.t. Do regenerac;ji roslin marchwi z zarodkéw andro-
genetycznych stosuje sie pozywki do regeneraciji, korzystnie B5-2 z 20 g/l sacharozy i bez hormonow;
MS-1 z 20 g/l sacharozy i 0,5 g/l wegla aktywnego; MS-2 z 20 g/l sacharozy, 1 mg/l BA i 0,001 mg/l
NAA; MS-3 z 20 g/l sacharozy bez regulatorow wzrostu, przy czym wszystkie pozywki zestala sie przy
pomocy agaru w ilosci 6,5 g/l oraz ustala wspotczynnik pH o wartosci 5,6.

Sposdb wytwarzania androgenetycznych roslin marchwi w kulturach pylnikowych wedtug wyna-
lazku charakteryzuje sie tym, Zze do indukcji zarodkéw androgenetycznych roslin marchwi stosuje sie
pozywke B5 (Gamborg i in. 1968) bez CaClz x 6H20 i z dodatkiem CaSiOs w ilo$ci 1180 mg/l, do rege-
neracji roslin marchwi uzyskanych z zarodkéw androgenetycznych stosuje sie pozywke regenera-
cyjng B5 (Gamborgiin. 1968) bez CaClz x6H20 i z dodatkiem CaSiOs w ilosci 1180 mg/l, bez hormonow
i aminokwasow, z obnizong do 20 g/l zawartoscig sacharozy, zas do aklimatyzacji rodlin marchwi do
warunkow ex vitro stosuje sie podtoze bedgce mieszaning torfu i piasku w stosunku 1 : 3, wzbogacone
azofoskg w ilosci 1,2 kg/m?, dodatkiem CaCOs w ilo$ci 8 kg/m?3 i CaSiOs w ilosci 2,2 g/l.

Sposdb wytwarzania androgenetycznych roslin marchwi w kulturach pylnikowych jest przedsta-
wiony w przyktadzie wykonania.

Przyktad wykonania l

Pylniki marchwi odmiany Kazan umieszczono na 30 ml pozywki indukcyjnej BS (Gamborg i in.
1968) o zmodyfikowanym sktadzie: bez CaClz x6H20 i z dodatkiem CaSiOs w ilosci 1180 mg/l. Pozywka
zostata zestalona agarem w ilosci 5,1 g/l o pH 5,8. Pylniki na pozywce umieszczono w kolbach o po-
jemnosci 100 ml w 8 rzedach odsrodkowych. W kazdym rzedzie umieszczono po 5 pylnikéw, co dato
40 pylnikéw w jednej kolbie. Kolby po zamknieciu kapslem wykonanym z folii aluminiowej wyscietanej
materiatem chtonnym umieszczono w cieplarce w temperaturze +27°C i w ciemnosci. Poczagwszy od
3 tygodnia od zatozenia kultur prowadzono obserwacje. Po pojawieniu sie zarodkéw kolby wystawiono
na $wiatlo ciggte o natezeniu 30 umoli - m2sec.! utrzymujgc te sama temperature. Po zazielenieniu
zarodki przetozono na pozywke regeneracyjng B5 o zmodyfikowanym skfadzie: bez CaCl. x6H20 i z do-
datkiem CaSiOs w ilosci 1180 mg/l oraz bez hormondw i aminokwaséw i z obnizong do 20 g/l zawarto-
$cig sacharozy. Regeneracje przeprowadzono w fitotronie w temperaturze +20°C, period 16 h Swiatta
o natezeniu 30 umoli - m-2sec.. Po zregenerowaniu roslin z zarodkéw poddano je procesowi aklimaty-
zacji do warunkéw ex vitro. Duze, kompletne ro$liny o prawidtowym pokroju, z dobrze wyksztatconymi
lis¢mi i korzeniami, po wyjeciu ze szkta wysadzono do podioza bedacego mieszaning torfu i piasku
w stosunku 1 : 3, ktére wzbogacono azofoska w ilosci 1,2 kg/m?® oraz dodatkiem CaCOs w ilosci 8 kg/m?3
i CaSiOz w ilosci 2,2 g/l. Wielodoniczki z roslinami umieszczono na macie podsigkowej w warunkach
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wilgotnosci podwyzszonej do okoto 100% i w temperaturze +20°C w tuneliku foliowym w komorze wzro-
stowej dla roslin, po czym tunelik szczelnie zamknieto. Folia musiata by¢ pokryta drobnymi kropelkami
wody skraplajgcej sie na niej. Natezenie $wiatta wynosito 30 umoli - m2sec.”! przez 16 godzin. Po
3—4 tygodniach rozpoczeto wietrzenie tunelika w celu obnizenia wilgotnosci do poziomu panujgcego
w komorze wzrostowej lub szklarni.
Tabelal
Sktad pozywki B5

makroelementy | mg/l pozywki| mikroelementy | mg/l pozywki
(NH4)2504 134 KJ 0,75
KNOs 2500 MnSOa4 x H20 10
NaH2PQ4 x H20 150 HsBO3 3
CaClz x 2H=20 150 ZnS04 x 7H20 2
MgS04 x 7H20 250 NazMoO4 x 2H20 0,25
CaClzx 6H=0 750 CuS0O4 0,025
CoClz x 6H=20 0,025
FeNaDTA 36,70
Tabela 2
Sktad zmodyfikowanej pozywki B5-Si
makroelementy | mg/l pozywki| mikroelementy | mg/l pozywki
(NH4)2SO4 134 KJ 0,75
KNQs 2500 MnSO4 x H20 10
NaHzPO4 x H20 150 HsBOs 3
CaClz x 2H20 150 ZnS04 x 7H:20 2
MgSO4x 7H20 250 NazMoOas x 2H20 0,25
CaSiOs3 1180 CuS0O+ 0,025
CoClz x 6H20 0,025
FeNaDTA 36,70

W doswiadczeniu wykazano, ze pozywka indukcyjna B5-Si bez CaClz x 6H20, a wzbogacona
CaSiOs, w istotnym stopniu podnosi efektywnos¢ etapu indukcji androgenetycznych zarodkéw marchwi
oraz etapu regeneracji roslin z zarodkow.

Tabela 3
Efektywnos$¢ etapu indukcji androgenetycznych zarodkéw marchwi
liczba
pozywka wylozonych uzyskanych zarodkéw/100
pylnikow zarodkow pylnikow
B5 239 21 8,8
B5-Si 192 66 34,4

Tabela 4

Efektywnos¢ etapu regeneracji androgenetycznych roslin marchwi
w przeliczeniu na 1 zarodek wytozony do regeneracji

liczba rozet
2 i z korzeniami
pozywka zielone _ _
Zaczatki bez korzeni (pra\,\i"|(-:”0we
rosliny
B5 2.9 04 3.7
BS'S' 4’4 0,8 4’9

Stwierdzono takze, ze dodanie CaSiOs do podtoza, w ktdrym rosliny przechodzg aklimatyzacje,
powoduje zwiekszenie liczby roslin zaadaptowanych do warunkéw ex vitro.
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Zastrzezenie patentowe

1. Sposoéb wytwarzania androgenetycznych roslin marchwi w kulturach pylnikowych, w ktérym
zarodki marchwi uzyskuje sie w kulturach pylnikowych prowadzonych w ciemnosci na znanej
pozywce w kolbach zamknietych folig aluminiowg z podktadem chtonnym, a nastepnie po po-
jawieniu sie na pylnikach zarodkéw przenosi sie kolby z pylnikami na swiatto ciggte, utrzymuje
statg temperature 27°C i o$wietlenie o wartosci 30 umoli - m-2sec.™, a nastepnie po zazielenie-
niu sie zarodkoéw przenosi sie je na pozywke do regeneracji, utrzymuje statg temperature 20°C,
diugos$¢ dnia 16 godzin oraz o$wietlenie o wartosci 30 umoli - m2sec.”, a nastepnie po poja-
wieniu sie na zarodkach roslinek przenosi sie je na pozywke do regeneracji, utrzymuje statg
temperature 20°C, dlugos¢ dnia 16 godzin oraz o$wietlenie o wartosci 30 umoli-m-2sec.?, zna-
mienny tym, ze do indukcji zarodkéw androgenetycznych roslin marchwi stosuje sie pozywke
B5 (Gamborg i in. 1968) bez CaClz x 6H20 i z dodatkiem CaSiOs w ilosci 1180 mg/l, do rege-
neracji roslin marchwi uzyskanych z zarodkéw androgenetycznych stosuje sie pozywke rege-
neracyjng B5 (Gamborg i in. 1968) bez CaCl. x 6H20 i z dodatkiem CaSiOs w ilosci 1180 mg/I,
bez hormonoéw i aminokwasoéw, z obnizong do 20 g/l zawarto$cig sacharozy, zas do aklimaty-
zacji roslin marchwi do warunkoéw ex vitro stosuje sie podtoze bedgce mieszaning torfu i piasku
w stosunku 1 : 3, wzbogacone azofoskg w ilosci 1,2 kg/m3, dodatkiem CaCOz w ilo$ci 8 kg/m?3
i CaSiOs w ilosci 2,2 g/l.
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