Sposdb izolacji 1 inicjacji kultury in vitro mikrospor z wykorzystaniem stadium

wczesno-$redniego do sredniego u jgczmientia jarego.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb izolacji i inicjacji kultury in vitro
mikrospor z wykorzystaniem stadium wczesno-éredniego do Sredniego u jgczmienia
jarego, w szczegdlnosci w celu efektywniejszej produkeji linii DH z genotypéw/odmian
wykazujgcych w standardowej metodzie wysoki poziom regeneracji roslin
albinotycznych.

Androgeneza jest to proces powstawiania roslin z gametofitu meskiego. W
procesie tym mikrospory, ktdre w warunkach naturalnych rozwijaja si¢ w ziarno pytku,
ulegajg przeprogramowaniu i inicjowany jest ich rozwdj sporofityczny. Istotne w
indukcji procesu androgenezy jest zastosowanie traktowania wstepnego, czyli stresu,
ktéry zainicjuje przeprogramowanie. Najczgsciej wykorzystywanym stresem jest
przechtodzenie lub niedobdr substancji odzywezych. Wazne jest aby czynnik stresowy
aplikowany byl w odpowiednim stadium rozwojowym mikrospor, tak aby
dotychczasowy program rozwojowy zostal zatrzymany i zainicjowany zostat rozwqj
sporofityczny. Badania u zb6z wykazaly, ze najefektywniejszym stadium rozwojowym
mikrospory do inicjacji androgenezy jest stadium srednio-pdzne do poéZnego (Hoekstra i
in., 1992; Li i Devaux, 2005).

Jednym z kluczowych czynnikéw obnizajacych znaczaco -efektywnosé
procesu androgenezy jest regeneracja roslin albinotycznych, ktore pozbawione s3
chlorofilu w tkankach normalnie zielonych. Wiele prac dotyczacych androgenezy
skupiato si¢ na udoskonaleniu protokotu inicjacji i prowadzenia kultur in vitro w celu
poprawy efektywnosci regeneracji roslin zielonych poprzez modyfikacje traktowania
wstepnego czy tez pozywek. Jednakze, odpowiedZ genotypéw na te modyfikacje byly
zroznicowane a poprawa efektywnosci wynikala ze zwigkszenia liczby zielonych
roslinek poprzez ogdlne poprawienie regencracji a ro§liny albinotyczne nadal stanowity
wiekszos¢ uzyskanych roslinek (Broughton, 2011; Castillo 7/ in, 2014; Echévarri i
Cistué, 2016). Wykazano, ze wsrod czynnikow wplywajacych pozytywnie na
regeneracje roslin zielonych jest pozycja zdzbta w roslinie pobieranego do inicjacji
kultury in vitro (Jacquard i in., 2006). Jednak badan tych nie kontynuowano, ani nie
zaproponowano jako rozwigzania problemu albinizmu. Jak do tej pory nie

zaproponowano rozwiazania, ktore niezaleznie od genotypu zwigkszy efektywnosé



regeneracji roslin zielonych. Wykazano, ze regeneracja roslin albinotycznych zalezna
od genotypu zwigzana jest z réznicowaniem amyloplastow podczas rozwoju ziaren
pytku in vivo. U odmian, ktore regeneruja w przewadze rodliny albinotyczne
réznicowanie amyloplastow zachodzi wczesniej i w stadium wczesno-$rednim
aktywowane s3 geny kodujace enzymy syntezy skrobi a w mikrosporach w stadium
$rednio-péznym obecne s3 juz amyloplasty. U odmian, ktére w kulturze izolowanych
mikrospor w przewadze regeneruja rosliny zielone, aktywacja genéw syntezy skrobi
nastgpuje w stadium srednio-poznym a amyloplasty obecne s3 dopiero w stadium
dwujagdrowym niedojrzatego pytku. Skorelowanie czgstotliwosei regeneracji roslinek
albinotycznych z obecnoscia amyloplastow w stadium $rednio-pdznym wskazalo
przyczyng regeneracji tych roslinek zaleznej od genotypu.

wykorzystaniem stadium wezesno-éredniego do $redniego u jeczmienia jarego w celu
efektywniejszej produkeji linii DH z genotypéw/odmian wykazujacych w standardowej
metodzie wysoki poziom regeneracji roslin albinotycznych.

Sposéb izolacji i inicjacji kultury in vitro mikrospor z wykorzystaniem
stadium wczesno-sredniego do $redniego jeczmienia jarego wedlug wynalazku polega
na tym, Ze $cina si¢ Zdzbla zawierajgce mikrospory we wezesno-$rednim do sSredniego
stadium rozwojowym i umieszcza si¢ w wodzie, a nastgpnie przechowuje w
temperaturze 4°C do czasu izolacji kloséw. Zdzbta sterylizuje si¢ powierzchniowo 70-
100% etanolem, a nastepnie wyciaga si¢ ktosy i za pomoca sterylnej pesety usuwa sie
osci. Klosy wykifada sie i przechowuje zapewniajac im odpowiednig wilgotnosé. Tak
przygotowane klosy poddaje si¢ kontrolowanemu przechtodzeniu. Przechlodzone klosy
tnie si¢ na ok. 1 cm fragmenty i umieszcza w schlodzonej komorze blendera. Klosy
blenduje si¢ dwukrotnie w 0,4 M mannitolu przy wolnych obrotach. Zblendowane klosy
przepuszcza si¢ przez 100 pm sterylny filtr do pojemnika znajdujgcego si¢ na lodzie.
Resztki kloséw zbiera si¢ z filtra i blenduje dwukrotnie w 0,4 M mannitolu w celu
uwolnienia jak najwickszej liczby mikrospor i ponownie filtruje przez 100 um filtr.
Zawiesine mikrospor przelewa si¢ do probéwki i wiruje przy 120-130xg przez 8-10 min
w temperaturze 4°C nastgpnie usuwa si¢ supernatant a osad mikrospor zawiesza si¢ w
0,55 M maltozie. Zawiesing przenosi si¢ do nowej sterylnej probéwki i na powierzchnig
nanosi sie 0,4 M mannitol i wiruje w gradiencie stezen przy 100-110xg przez 8-10 min

w temperaturze 4°C w celu oddzielenia mikrospor zywotnych, znajdujacych si¢ na



granicy faz, od niezywotnych znajdujacych si¢ w pelecie. Mikrospory znajdujace si¢ na
granicy faz w pierscieniu zbiera si¢ i wiruje w celu ich osadzenia przy 120-130xg przez
8-10 min w temperaturze 4°C. Nastepnie osusza si¢ osad mikrospor, a mikrospory
zawiesza si¢ w pozywce indukujacej KBP zmodyfikowane] poprzez dodanie
hydrolizatu kazeiny i kwaséw organicznych do gestosci 100 000-150 000 mikrospor na
Iml pozywki wylozone na szalke. Kulturg in vitro na zmodyfikowanej pozywce KBP
prowadzi si¢ przez 7 dni w temperaturze 25°C w ciemnosci. Po tym czasie dodaje si¢
swiezej pozywki KBP i kulture kontynuuje si¢ przez 2 tygodnie w tych samych
warunkach z wytrzgsaniem przy 100 rpm. Nastgpnie usuwa si¢ pozywke¢ KBP, a
utworzone struktury wielokomdrkowe przenosi si¢ na pozywke roznicujaca KBPD na
filtry bibulowe. Kulture prowadzi si¢ w temperaturze 25°C w ciemnosci przez 2
tygodnie. Po tym czasie struktury wielokomérkowe przenosi si¢ na pozywke
regenerujagca K4NB, a kulturg prowadzi si¢ w tych samych warunkach przez 5 dni i
nastepnie przenosi na $wiatlo przy 16 h fotoperiodzie w temperaturze 24°C. Z kultury
zregenerowane zielone rosliny przeklada si¢ na §wieza pozywk¢ K4NB celem ich
wzrostu i gdy korzen jest rozwinigty rosliny przenosi si¢ do ziemi.

Metoda ta umozliwia efektywng produkcje linii DH z genotypdw, ktére w kulturze
in vitro inicjowanej wedtug standardowej metody regeneruja w przewadze rosliny
albinotyczne. Poprzez wykorzystanie wczesniejszego stadium rozwojowego mikrospor
mozliwa jest produkcja linii DH z genotypéw, dla ktorych w zwiazku z regeneracja
rodlin albinotycznych nie byto to mozliwe. Modyfikacja ta zwigksza mozliwosci
wykorzystania odmian/genotypéw w procesach hodowlanych a co za tym idzie,
konkurencyjnos¢ proceséw hodowlanych.

Przedmiot wynalazku przedstawiono na rysunku, na ktorym Fig. 1. przedstawia
przygotowanie materiatu do prowadzenia kultury in vitro izolowanych mikrospor, gdzie
(a) Roéliny donorowe wzrastajgce w fitotronie (b) Cechy morfologiczne klosa
powiazane ze stadium rozwojowym mikrospor; | — odlegto$é miedzy lisciem flagowym
i pierwszym liciem ZdZbla; 2 — odleglo$¢ migdzy nasada klosa a migdzywezlem. (c)
Mikrospora w stadium wczesno-§rednim barwiona acetokarminem. (d) Mikrospora w
stadium pdéZznym wybarwiona acetokarminem (e) Traktowanie wstgpne kloséw w 4°C,
Fig. 2. - 1zolacja mikrospor i prowadzenie kultury in vitro, gdzie (a) Cigcie kioséw na
mniejsze fragmenty. (b) Umieszczanie fragmentow klosow w komorze blendera. {c)

Dodawanie mannitolu do komory blendera. (d) Mechaniczne uwalnianie mikrospor za



pomoca blendera. (e) Filtrowanie zawiesiny przez 100 pm filtr do pudetka znajdujacego
sic na lodzie. (f) Osad mikrospor po wirowaniu przez 10 min przy 110xg. (g)
Utworzony gradient st¢zen manaitol-maltoza, w ktorej zawieszone sg mikrospory. (h)
Pierscien zywotnych mikrospor utworzony na styku faz mannitol-maltoza po wirowaniu
przez 10 min przy 110xg. (i) Usuwanie mannitolu za pomocg tipsa, tak by pozostat
suchy osad mikrospor. {j) Inicjacja kultury in vifro w objetosci 1 m! pozywki
indukujacej. (k) prowadzenie kultury izolowanych w pozywce indukujacej. (1)
Prowadzenie kultﬁry na pozywce rdznicujacej na bibule. (m) Regenerujace
androgeniczne roslinki, Fig. 3. - Porownanie odpowiedzi androgenicznej w kulturze
izolowanych mikrospor inicjowanej ze stadium wczesno-sredniego (EM) i srednio-
poznego do pdinego (ML), gdzie (a) Regeneracja ogdtem roslinek i procentowy udziat
zielonych i albinotycznych regenerantéw w kulturze izolowanych mikrospor odmian
‘Jersey’, ‘Justina’ i ‘Mercada’. Wykres przedstawia $rednie wartodci obliczone na
podstawie trzech niezaleznych powtdrzenn biologicznych wraz z odchyleniem
standardowym. (b) Przykladowa szalka regeneracyjna odmian ‘Justina’ i ‘Mercada’ po

28 dniach na pozywce regeneracyjne;j.

Przyklad .  Zdzbla zawierajace mikrospory we wezesno-érednim do éredniego
stadium rozwojowym i umieszcza si¢ w wodzie, a nastgpnie przechowuje w
temperaturze 4°C do czasu izolacji ktoséw. Zdzbla sterylizuje si¢ powierzchniowo 70%
etanolem, nastepnie wyciaga si¢ kiosy i za pomocg sterylnej pesety usuwa si¢ osci.
Kiosy wyklada si¢ i przechowuje zapewniajagc im odpowiednia wilgotnosé. Tak
przygotowane klosy poddaje si¢ kontrolowanemu przechtodzeniu przez okres 14-21 dni
w temperaturze 4°C. Przechlodzone klosy tnie si¢ na ok. 1 cm fragmenty i umieszcza w
schlodzonej komorze blendera. Kiosy blenduje si¢ dwukrotnie w 20 ml 0,4 M
mannitolu przy wolnych obrotach (poziom 3-4) przez 30-40 sekund. Zblendowane
kiosy przepuszcza sie przez 100 pm sterylny filtr do pojemnika znajdujacego si¢ na
lodzie. Resztki kloséw zbiera si¢ z filtra i blenduje ponownie w 10-15 ml 0,4 M
mannitolu dwukrotnie w celu uwolnienia jak najwigkszej liczby mikrospor i ponownie
filtruje przez 100 pm filtr. Zawiesing mikrospor przelewa si¢ do probowki i wiruje przy
120-130xg przez 8-10 min w temperaturze 4°C nastgpnie usuwa si¢ supernatant a osad
mikrospor zawiesza si¢ w 5 ml 0,55 M maltozy. Zawiesing przenosi si¢ do nowej

sterylnej probowki i na powierzchni¢ nanosi si¢ 1-2 m! 0,4 M mannitolu i wiruje w



gradiencie stezen przy 100-110xg przez 8-10 min w temperaturze 4°C w celu
oddzielenia mikrospor zywotnych znajdujacych si¢ na granicy faz od niezywotnych
znajdujacych sie¢ w pelecie. Mikrospory znajdujace sig w pierscieniu na granicy faz
zbiera sie i wiruje w celu ich osadzenia przy 120-130xg przez 8-10 min w temperaturze
4°C. Nastepnie osusza si¢ osad mikrospor, a mikrospory zawiesza si¢ W pozywce
indukujacej KBP zmodyfikowanej poprzez dodanie hydrolizatu kazeiny i kwaséw
organicznych do gestosci 100 000-150 000 mikrospor/ 1ml pozywki wytozone na |
szalke. Kulture in vitro na zmodyfikowanej pozywce KBP prowadzi si¢ przez 7 dni w
temperaturze 25°C w ciemnosci. Po tym czasie dodaje si¢ | ml swiezej pozywki KBP i
kulture kontynuuje si¢ przez 2 tygodnie w tych samych warunkach z wytrzgsaniem przy
90-120 rpm. Nastepnie usuwa si¢ pozywk¢ KBP, a utworzone struktury
wielokomorkowe przenosi si¢ na pozywke réznicujagca KBPD na filtry bibulowe.
Kulture prowadzi sie¢ w temperaturze 25°C w ciemnosci przez 2 tygodnie. Po tym czasie
struktury wielokomérkowe przenosi si¢ na pozywke regenerujgcg K4NB, a kulturg
prowadzi si¢ w tych samych warunkach przez S dni i nastgpnie przenosi na swiatlo przy
16 h fotoperiodzie w temperaturze 24°C. Zielone rosliny przeklada si¢ na swiezg
pozywke K4NB celem ich wzrostu i gdy korzen jest rozwinigty rosliny przenosi sig do
ziemi.

Wykazano, ze niezaleznie od stadium wykorzystanego do indukcji kultury
izolowanych mikrospor poziom regeneracji roslin u dwéch odmian pozostal na
podobnym poziomie. U jednej odmiany zaobserwowano ok. 30% obnizenie poziomu
regeneracji w kulturze inicjowane) ze stadium EM (Figura 3). Dodatkowo, u odmiany,
ktora w standardowej metodzie regeneruje w przewadze rosliny zielone, nie
zaobserwowano roznic w liczbie zregenerowanych rodlin zielonych w Kulturze
indukowanej z wykorzystaniem stadium EM lub ML. U odmiany tej zielone
regeneranty stanowil ponad 90% niezaleznie od wykorzystanego stadium rozwojowego
mikrospory. Odmiennie, u odmian, ktére w kulturze izolowanych mikrospor
indukowanej w stadium ML regenerowaty ok. 90% roslinek albinotycznych, przy
indukeji kultury ze wczesniejszego stadium EM nastgpit wzrost regeneracji roslin
zielonych (Figura 3). W kulturze in vifro inicjowanej z mikrospor w stadium EM
uzyskano srednio 40 zielonych regenerantéw w przeliczeniu na 100 000 mikrospor, co
stanowilo 73% ogdélu regenerantéw jednej z odmiany. Z kolei dla drugiej odmiany,

zielone roslinki obejmowaty 93% regenerantéw, co pozwolito na uzyskanie $rednio 55



100 000 mikrospor. Udzial zielonych

zielonych roslinek w przeliczeniu na
regenerantéw po indukcji kultury z wykorzystaniem stadium EM wzrést okoto 4-
krotnie i ponad 10-krotnie u odmian, ktére w standardowej metodzie regeneruja w
przewadze roéliny albinotyczne. Wykorzystanie wezesniejszego stadium do indukeji
kultury izolowanych mikrospor wydaje si¢ byé kluczowym czynnikiem zwigkszajacym
regeneracje roélin zielonych u odmian, ktére w standardowym protokole produkuja w

przewadze ro§liny albinotyczne.

Tabela 1. Sklad pozywki indukujacej, roznicujacej i regenerujacej (Coronado i in.,
2005; Kumlehn i in., 2006}

KBP KBPD
Koncentracja [mg/L] Bgﬁ;: !;llllel;e:) (Kuml;l:lllesnBarley K4NB
Differentiation)
" Makroelementy (K-makro) . '

KNO; S 2020 2020 3640
NHNO; e 80 320
KH2P04 340 340 340

 MgSOCTHO T 246 26 2
CaCly 2H,0 441 441 441
Mikroelementy (K-mikro) | B |
NaFeEDTA 275 27,5 20,6
MnSO,H,0 84 8.4 | 84
H;BO; 3,1 3,1 3,1
ZnS04-7H,0 ) 72 .12
CoCly-6H,0 0,024 0,024 0,024
CuS0,-5H,0 0,025 - . 0,025 I 125
N32M004 2H20 0,12 0,12 . 0,12
. U R A ¥ | 0,17 10T
Wltamlny BS (Duchefa, nr kat. G0415)
Kwas nikotynowy P - : - 1
Pirydoksyna-HCI T - , 1
___ Tiamina-HCt __‘_- - | 10
Mio-inozytol . - 100
Witaminy Kzao i Michayluk (Slgma nr kat K-3129) . :
_ Retinol 0,01 0,01 -
Tiamina -HC1 1 1 -
Kwas mkotynowy 1 1 -
~ Ryboflawina = 02 | 0,2, 5 -
Pantotenian wapnia ‘ 1 1 -
Kwas foliowy { 04 0,4 ; -




Pirydoi{syna- HCI | 1 -
Kobalamina 0,02 0,02 -
Kwas askorbinowy 2 2 -
Kalcyferol 0,01 0,01 ; -
Blotyna 001 001 i
Chlorek choliny § 1 -
Kwas p-aminobenzoesowy 0,02 0,02 -
‘Mio-inozytol 100 100 -
Hyd rolizat ylwiazeihy 250 - -
‘Kwasy organiczne
Kwas cytrynowy 40 - -
Kwas fumarowy 40 - e
Kwas pimgrondWy 20 - -
Glutamina 4393 4393 1464
BAP 0,9 0,224 0,224
Maltoza 90000 90000 36000
Phytagel - 8000 6000
Cefotaxime 250 - wi
pH 5.9 59 5.8
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