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Realizowany temat badawczy:

Termin rozpoczgcia — .
, . A Przewidywane
zakonczenia realizacji S
koszty realizacji
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w fematu
miesigcach od rozpoczecia badawczeao
realizacji zadania g
Okreslenie wptywu czynnikéw zewnetrznych
na zywotno$¢ izolowanych mikrospor i
1 |inicjacj¢ embriogenezy mikrospor dwdch 1-12 145 000
odmian pszenicy jarej i dwoch odmian
pszenicy ozimej
Razem 145 000 zt

Cele projektu w roku 2022:

Czy cel zostat

Lp. Cel (zgodnie ze szczegbtowym opisem na dany rok) zrealizowany
(tak/nie/czg¢sciowo)
1. Opracowanie efektywnego protokotu izolacji mikrospor pszenicy Tak
2. Opracowanie efektywnego protokotu dla indukcji procesu Tak
embriogenezy w kulturze izolowanych mikrospor pszenicy
3. Opracowanie warunkéw wernalizacji 1 prowadzenia ro$lin Tak

pszenicy ozimej




Materiat i metody

Materiat:

Ktosy pszenicy zawierajgce mikrospory w stadium srednio-p6znym do
poznego odmian:

'Pavon’ i ‘Chris’ (Pszenica jara)
'Ninka’ i Slgzaczka’ (Pszenica 0zima)

Metody:

1. Opracowanie izolacji mikrospor pszenicy jarej: blendowanie, wirowanie
(czdas, predkosc¢), wirowanie w gradiencie stezen, sterylizacja w podchlorynie
sodu,

2. Indukcja zarodkow w pozywce MMS4 (Kasha i in., 2003), NBP-99 (Zheng i
In., 2003) oraz NBP-99+ (Wang i in., 2019)

3. Wptyw ko-kultury zalgzni
4. Opracowanie sposobu wernalizacji i prowadzenia form ozimych
5. Indukcja embriogenezy o form ozimych



Optymalizowane etapy izolacji mikrospor
psSzenicy jarej

A) Osad mikrospor utworzony po wirowaniu przy 200xg przez 5 minut.

B) Gradient stezen mannitol-maltoza, gdzie mikrospory zawieszono w 0,55
maltozie, na powierzchnie ktorej naniesiono 2 ml 0,4 M mannitolu.

C) Pierscien zywotnych mikrospor utworzony po wirowaniu przy 100xg przez 5
minut.

D) Osad zywotnych mikrospor zebranych po wirowaniu przy 200xg przez 5 minut.




Pierscien mikrospor otrzymany na styku faz
po wirowaniu w gradiencie stezen

= A) Mikrospory zawieszono w 2 ml 0,4 M mannitolu, ktory
g natozono na 5 ml 0,55 M maltozy.

w... B) Mikrospory zawieszono w 5 ml 0,55 M maltozy, a na
powierzchnie natozono 2 ml 0,4 M mannitolu.




Indukcja zarodow w kulturze izolowanych
mikrospor pszenicy

A NBP-99 MMS4 NBP-99+
| A) Pordwnanie indukcji embriogenezy

mikrospor dla dwdch odmian jarych
przy zastosowaniu trzech pozywek
indukcyjnych NBP-99, MMS4, NBP-
99+.

B) Androgeniczne zarodki odmiany
‘Pavon’.

C) Androgeniczne zarodki odmiany

‘Chris’.




Ko-kultura zalazni jest niezbedna do
iIndukcji embriogenezy mikrospor

o

: A) lzolowane zalgznie przed

S9Y wytozeniem do kultury mikrospor.

§-. B) Zalaznie po 21 dniach ko-kultury z
izolowanymi mikrosporami.

C) Pordwnanie struktur
wielokomorkowych po 21 dniach
kultury przy braku zalazni, przy ko-
kulturze 2 i 3 zalgzni na 1 ml
pozywki.

0 zalgzni D) Uzyskane struktury po 35 dniach
bez ko-kultury zalgzni.

E) Uzyskane zarodki po 35 dniach przy
ko-kulturze 3 zalgzni na 1 ml
pozywki.




Embriogeneza mikrospor form ozimych

A) Mikrospory form ozimych, wskazujgcych na prawidtowg wernalizacje

B) Androgeniczne zarodki powstate w kulturze izolowanych mikrospor odmiany
‘Ninka’

C) Androgeniczne zarodki powstate w kulturze izolowanych mikrospor odmiany
‘Slazaczka’




WhniosKki

. lzolacje mikrospor za pomocg blendera jest mozliwa tylko poprzez
wykorzystanie kwiatkdw do izolacji

. Do izolacji nalezy wykorzystac 0,4 M mannitol oraz 0,55 M maltoza

. Wirowanie w gradiencie stezeh musi by¢ wykonane z maltozg firmy Sigma

. Gradient stezen musi zosta¢ wykonany precyzyjnie, w przeciwnym wypadku
nie uzyska sie pierscienia mikrospor na styku faz

. Zawieszenie mikrospor w maltozie i natozenie warstwy mannitolu pozwala na
bezposrednie uzyskanie czystej zawiesiny mikrospor bez zanieczyszczen
tkankami somatycznymi. Stosowanie takiego gradientu stezen nie wymaga
dodatkowych wirowan w celu oczyszczenia mikrospor

. Indukcja embriogenezy zachodzita najefektywniej w pozywce NBP+ (Wang i
in. 2019), w ktorej jako zrodto wegla stosuje sie maltoze firmy Sigma

. Efektywnos¢ embriogenezy mikrospor zwieksza ko-kultura mikrospor z
zalgzniami odmiany Pavon lub Chris

. Wernalizacji moga zostac¢ poddane siewki pszenicy ozimej przez 8 tygodni w
6°C



