2016-2020

Celem badan bylo wytworzenie gospodarczo wartosciowych
form lubinu (wczesnych i odpornych na antraknoze¢) oraz grochu (o
sztywnej lodydze) poprzez krzyzowanie oddalone mi¢edzygatunkowe i
mi¢dzyrodzajowe. Ponadto podjeto probe indukcji androgenezy w
pylnikach roslin mieszancowych pokolenia F1 grochu, lubinu
waskolistnego oraz bobiku w celu skrocenia cyklu hodowlanego.

Materialem doswiadczalnym do Krzyzowan miedzyrodzajowych
w obrebie gatunku Lupinus (lubin) byly L. albus, L. luteus, L.
angustigolius oraz L. mutabilis, natomiast do Kkrzyzowan
miedzygatunkowych uzyto Pisum sativum (Acord) i Vicia faba v.
equina (Fernando). Z roslin rosnacych w warunkach szklarniowych i
w pokoju hodowlanym pobierano zamkni¢te paki kwiatowe przed
pyleniem oraz paki z pekajacymi pylnikami 1 sterylizowano w 5%
roztworze podchlorynu wapnia przez S minut, po czym Kkilkakrotnie
plukano woda sterylnga. Nastepnie w sterylnych warunkach izolowano
niedojrzale zalaznie z genotypow matecznych i po dwoch, trzech lub
czterech dobach zapylano pylkiem genotypow ojcowskich. Lubiny
krzyzowano w obu Kierunkach, a mianowicie: L. albus x L. luteus i L.
angustigolius, L. luteus x L. albus 1 L. angustigolius a takze L.
angustigolius x L. albus i L. luteus. Rosliny L. mutabilis stosowano
tylko jako zapylacz dla trzech pozostalych rodzajow lubinu.
Wykonano okolo 1000 krzyzowan in vitro miedzy czterema rodzajami
lubinu oraz 200 krzyzowan miedzy grochem Pisum sativum (Acord) i
bobikiem Vicia faba v. equina (Fernando). Wyizolowane zalaznie
wykladano na pozywki MS (Murashige i Skoog, 1983) lub N6 (Chu i
in., 1975) bez substancji wzrostowych. Po Kilku dniach od zapylenia
zalaznie z powiekszonymi zalagzkami przenoszono na pozywke BS
(Gamborg, 1963).

Materialem doswiadczalnym do kultur pylnikowych byly rosliny
mieszancowe pokolenia F1: grochu (Batuta x Zekon), lubinu
waskolistnego (Pumba x Wars-685/15-W4359) oraz bobiku (2015),
wysiane w szklarni oraz w pokoju hodowlanym. Z mieszancow tych
pobierano paki Kkwiatowe zawierajace pylniki w stadium
jednojadrowych mikrospor z duza, centralnag wakuola i jadrem
polozonym przysciennie w cytoplazmie. Stadium rozwojowe
mikrospor oznaczano pod mikroskopem na preparatach
rozgniatanych, barwionych acetokarminem. Paki w odpowiednim
stadium sterylizowano w 5% wodnym roztworze podchlorynu wapnia
przez 5 minut, po czym Kilkakrotnie plukano woda sterylna.
Nastepnie w sterylnych warunkach izolowano pylniki i wykladano na
pozywki indukujace proces androgenezy. Zastosowano dwie pozywki
podstawowe: MS oraz N6 z dodatkiem 2,4-D (kwas
dichlorofenoksyoctowy) w roznych stezeniach 2,0; 3,0 i 4,0 mg/l). Na
kazdy wariant pozywki z poszczegolnych genotypow wykladano po
okoto 500 pylnikow, po 50 pylnikow na szalke o Srednicy 6 mm
(facznie okolo 6000). Kultury pylnikowe inkubowano w temperaturze
28°C, w ciemnosci przez 4-6 tygodni. Uzyskane androgeniczne
struktury przenoszono na pozywke regeneracyjng 190-2 (Zhuang, Xu
1983) zawierajaca 1,0 mg/l Kinetyny i 0,5 mg/l NAA (kwas L-
naftalenooctowy).

Fot. 1.

Analiza mikroskopowa pylnikow w celu okreslenia stadium mikrospor
najefektywniejszych w procesie androgenezy

W wyniku doswiadczen dotyczacych krzyzowan oddalonych i
indukcji androgenezy wykonanych na materiale doswiadczalnym
hodowanym w szklarni oraz w pokoju hodowlanym stwierdzono, ze
material wyjsciowy hodowany w szklarni jest przydatniejszy do
kultur in vitro. Przetestowanie warunkow hodowli roslin
doswiadczalnych (temperatury i fotoperiodu) pozwolilo okresli¢
optymalna temperature tj. 15/20°C odpowiednio noc/dzien oraz
o$wietlenie 12 godzin/dobe przy natezeniu PAR 200 pmol m™. Na
podstawie analiz mikroskopowych okreslono stadium pylnikow
zawierajacych jednojadrowe mikrospory, optymalne do wykladania
pylnikow na pozywki indukujace proces androgenezy (Fot.1).
Przetestowano pozywki i1 wybrano: do Kkultur in vitro zapylanych
zalazni — pozywka MS bez substancji wzrostowych, do kultur in vitro
niedojrzalych zalazkow — zmodyfikowana pozywka B5, do kultur
pylnikowych roslin pokolenia F1 — pozywka Ms z dodatkiem 3,0 mg/l
2,4-D, do Kultur struktur androgenicznych oraz Kkalusow -
zmodyfikowana pozywka 190-2.

Wyizolowane, powiekszone zalazki z krzyzowania L. albus x
L. luteus wyszczepiano w warunkach in vitro na pozywke BS i
hodowano w pokoju hodowlanym w temperaturze 25°C, przy
o$wietleniu 80—100 pmoli fotonéw m™s” przez 12 godzin (Fot. 2D,
2E,). Natomiast struktury androgeniczne grochu (Batuta x Zekon)
uzyskane w Kulturach pylnikowych przenoszono na pozywke
regeneracyjna i hodowano w temperaturze 22°C, przy oswietleniu 80—
100 pmoli fotonéw m™s” przez 12 godzin (Fot. 3D, 3E). Obecnie
kalusy i roslinki z krzyzowania L. albus x L. luteus oraz Kkalusy z
kultur pylnikowych rosna w pokoju hodowlanym. Wykonano analizy
mikroskopowe: pylnikow pobieranych w roznym stadium Kkultur
pylnikowych 1 stwierdzono pierwsze podzialy jader szlaku
androgenicznego oraz pojedyncze struktury androgeniczne (Fot. 2A,
2B, 2C) , jak rowniez zalazkow utrwalanych po roznym czasie od

zapylenia i stwierdzono rozwoj zapylonych woreczkow zalagzkowych
(Fot. 3A, 3B, 3C).
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KRAJOWE ZRODtA
BIALKA ROSLINNEGO
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Pylnik zielony: Tetrady Pylnik zoltawy: mikrospory 1-jadrowe Pylnik

rozmiar pylnika 0,3-0.4 cm pomaranczowy

Fot. 2A, B, C. Struktury androgeniczne w pylnikach lubinu waskolistnego pokolenia F1
(Pumba x Wars) — 685/15- W459

Fot. 2D i 2E. Powi¢kszone zalazki Lupinus luteus zapylone pylkiem Lupinus albus
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Fot. 3 A, B, C. Woreczki zalagzkowe po 3 dniach od zapylenia lubinu bialego (Lupinus albus)
pylkiem lubinu zéltego (Lupinus luteus)
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Fot. 3D i 3E. Tkanka kalusowa oraz poczatki regeneracji roslinek z zalazkow otrzymanych
w krzyzowaniu Lupinus luteus X Lupinus albus
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