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Wyktad

Cel wyktadu:

Celem wyktadu jest przedstawienie rozwoju i wykorzystania nowoczesnych metod
biotechnologicznych w hodowli roslin, ze szczegdlnym uwzglednieniem technologii podwojonych
haploidéw (DH) jako narzedzia do skracania cyklu hodowlanego. W trakcie wyktadu zostanie oméwiony
rozwdéj metod stosowanych w hodowli od selekcji po wspdtczesne techniki edycji genomu i predykcje
genomowg oraz hodowle precyzyjng. Gtéwnym zagadnieniem wyktadu jest znaczenie linii
podwojonych haploidéw (linii DH) w skracaniu cykli hodowlanych, w poréwnaniu metodami
konwencjonalnymi, w tym metoda pojedynczych nasion (single seed descent — SSD) i chowem
wsobnym (inbredem). Podczas wyktadu zostang zaprezentowane metody haploidyzacji dla wybranych
gatunkéw uprawnych (metody in vitro i in vivo). Celem wyktadu jest wyjasnienie mechanizméw
haploidyzacji wptywajgcych na efektywnos¢ procesu oraz genetycznych uwarunkowan embriogenezy
somatycznej i androgenezy.

Zagadnienia:
1. Rozwdj i wykorzystanie metod biotechnologicznych stosowanych w hodowli roslin.

Rozwdj metod hodowli roslin i genetyki na przestrzeni dziejow, rozpoczyna sie w momencie
udomowienia roslin. Przetomem byt rok 1865 i opisanie przez Grzegorza Mendla praw dziedziczenia,
ktdre stanowig podstawe genetyki, a w hodowli zasady te stosowane sg do krzyzowania roslin w celu
uzyskania pozgdanych rekombinantéw. Teoria totipotencji sformutowana w 1902 roku przez Gottlieba
Haberlandta stanowita wstep do rozwoju technik kultur tkankowych. Kolejnym waznym etapem byto
dopuszczenie do obrotu przez FDA pierwszej rosliny transgenicznej — pomidora w roku 1994. Z kolei
rozwdj technik biologii i genetyki molekularnej pozwolit na rozwéj MAS — selekcji wspomaganej
markerami molekularnymi. Aktualne osiagniecia pozwalajg na edycje genomu z wykorzystaniem NGT,
a podejmowane prace zmierzajg w kierunku hodowli precyzyjnej. Podsumowujac, przejscie od
poczatkowych, intuicyjnych metod takich jak selekcja roslin i kontrolowane krzyzowanie do coraz
bardziej zaawansowanych i precyzyjnych technik biotechnologicznych, pozwoli przyspieszy¢ hodowle
roslin i tworzenie nowych odmian roslin uprawnych przystosowanych do zmian klimatu.

2. Linie DH jako narzedzie skracania cyklu hodowlanego.

Linie podwojonych haploidéw (DH) stanowig potencjalne narzedzie dla badan podstawowych oraz
cenne materiaty wyjsciowe dla hodowli roslin. Metody otrzymywania haploidéw roslin uprawnych



obejmujg androgeneze (kultury pylnikéw i izolowanych mikrospor), gynogeneze (kultury zalgzkéow),
eliminacje chromosoméw w krzyzowaniach oddalonych (dla zbdz czesto po zapyleniu pytkiem
kukurydzy). Efektywno$¢ haploidyzacji jest silnie uzalezniona od genotypu i wymaga
zindywidualizowanego podejscia nie tylko dla gatunku, ale czesto réwniez dla odmian czy linii.
Decydujagcg role w efektywnosci haploidyzacji odgrywa genotyp rosliny donorowej, ktory jest
czynnikiem kluczowym wptywajgcym na efektywnos¢ tego procesu. Przewagg wykorzystania linii DH
nad konwencjonalng hodowlg jest czas otrzymywania homozygot. W konwencjonalnej hodowli trwa
to zaleznie od gatunku nawet do pokolenia F8, natomiast technologia podwojonych haploidéw skraca
ten czas do okoto 4 lat. Ponadto w konwencjonalnej hodowli homozygotycznos¢ jest osiggana
stopniowo przez wiele pokolen samopylenia/krzyzowania wstecznego, a w technologii podwojonych
haploidéw, 100% homozygotycznos¢ jest osiggana w jednym cyklu wyprowadzania roslin. Technologia
podwojonych haploidéw upraszcza proces homozygotyzacji, szybko generujac czyste linie jednak jej
ograniczeniem jest wydajno$¢ otrzymywania linii DH.

3. Androgeneza w kulturach mikrospor jako przejaw totipotencji komérek roslinnych. Genetyczne
uwarunkowania embriogenezy somatycznej i androgenezy.

Zdolnosciregeneracyjne w warunkach in vitro sg kontrolowane genetycznie, a efektywnosc regeneracji
jest zalezna od genotypu. Geny podnoszgce lub obnizajgce efektywnosc¢ regeneracji w kulturach
tkankowych roslin sg rozproszone na wielu chromosomach co utrudnia skuteczng selekcje w
programach hodowlanych. Embriogeneza somatyczna jest kontrolowana przez ztozong sie¢ gendw
czynnikéw transkrypcyjnych (np. BBM, LEC1, LEC2, FUS3, ABI3, AGL15) oraz kinaz receptorowych
(SERKs), ktore reagujg na sygnaty wewnetrzne i zewnetrzne (takie jak stresy i uszkodzenia tkanek i
poziom hormonodw). Negatywne regulatory, takie jak PRC2 i HAD6/19, zapobiegaja niekontrolowanej
embriogenezie. Wzajemne oddziatywania miedzy czynnikami transkrypcyjnymi, kinazami
receptorowymi i negatywnymi regulatorami decydujg o tym, czy komaorki somatyczne wejdg na Sciezke
rozwoju zarodkowego. Somatyczna embriogeneza zachodzi w zwyktych komérkach somatycznych
rosliny (np. z liscia, fodygi, korzenia). W odpowiednich warunkach prowadzenia kultury in vitro (np. w
zréwnowazonym stezeniu auksyn i cytokinin), komérki somatyczne tracg swojg specyfikacje tkankowa
i dzielg sie w nieuporzgdkowany sposdb, tworzgc niezréznicowang mase komaérek zwang kalusem. W
kalusie moga wyodrebniac sie obszary komérek o potencjale embriogenicznym, ktére sg zdolne do
rozwoju w zarodki somatyczne i tworzg struktury zarodkopodobne (embryo-like structure — ELS). Z
kalusa embriogenicznego, rozwijajg sie struktury zarodkowe, a proces ten nasladuje naturalng
embriogeneze zygotyczng. Koicowym efektem embriogenezy somatycznej jest zarodek somatyczny,
ktory wyglada jak zarodek powstaty z zaptodnionej komérki jajowej. Proces ten pozwala na
wegetatywne rozmnazanie roslin. Proces embriogenezy somatycznej jest regulowany wielogenowo, a
dodatkowo moze by¢ modyfikowany przez regulatory wzrostu i rozwoju roslin oraz sygnaty stresowe.
Kinazy serynowo-treoninowe SERKs (Somatic Embryogenesis Receptor Kinases) petnig kluczowa role w
percepcji sygnatéw zewnetrznych i wewnetrznych, inicjujac szlak embriogenezy somatycznej. SERKs
aktywuja szlaki prowadzgce do ekspresji genéw regulatorowych: BBM (Baby Boom) — gen kodujacy
czynnik transkrypcyjny AP2/ERF, jest kluczowym aktywatorem embriogenezy somatycznej
aktywowanym przez SERKs. LEC1 (LEAFY COTYLEDON 1) to gen kodujgcy czynnik transkrypcyjny,
niezbedny do prawidtowego rozwoju zarodkéw, aktywowany przez BBM. LEC2 (LEAFY COTYLEDON 2)
podobnie jak LEC1jest genem kodujgcym czynnik transkrypcyjny, aktywuje ekspresje gendéw AGL15 i
FUS3, a sam jest aktywowany przez BBM. FUS3 (FUSCA3) to gen kodujacy czynnik transkrypcyjny B3,
ktory odgrywa role w prawidtowym rozwoju zarodkéw i ich dojrzewaniu.

4. Metody haploidyzacji roslin uprawnych in vitro i in vivo— wybrane przykfady.



Metody haploidyzacji wykorzystujgce techniki in vitro to techniki laboratoryjne polegajgce na hodowli
komodrek lub tkanek roslinnych w kontrolowanych warunkach. Dzielg sie na androgeneze (polegajaca
na hodowli in vitro catych pylnikdw lun mikrospor), gynogeneze (hodowli in vitro podlegajg zalgznie
lub zalgzki). W obu w/w metodach celem jest zmiana kierunku rozwoju gametofitycznego na
sporofityczny. Druga grupa metod to metody in vivo, sg to techniki, ktére zachodzag w zywym
organizmie roslinnym, czesto wykorzystujac naturalne procesy (np. partenogeneze lub apomiksje) lub
indukcje  tworzenia  haploidalnych  zarodkéw. W  kukurydzy obejmujg  krzyzowanie
wewnatrzgatunkowe, do ktérych stosuje sie specyficzne odmiany roslin (tzw. induktory haploidéw -
zapylacze), ktére po skrzyzowaniu z linig mateczng prowadza do powstania potomstwa haploidalnego
z chromosomami tylko jednego rodzica (zazwyczaj macierzystego) stad czesto stosowane okreslenie
,haploidy mateczne”. Inng metoda jest manipulacja genem CENH3 (kodujagcym centromeryczny
wariant histonu H3), ktéry odgrywa kluczowg role w segregacji chromosomow i moze prowadzi¢ do
eliminacji chromosomoéw jednego z rodzicéw po krzyzowaniu, co skutkuje powstaniem haploidéw.
Kolejng metodg jest krzyzowanie oddalone majgce na celu eliminacje chromosomoéw. W niektdrych
krzyzéwkach miedzy gatunkami lub rodzajami (np. pszenica lub pszenzyto i kukurydza), dochodzi do
eliminacji chromosomoéw jednego z rodzicéw we wczesnych stadiach rozwoju zarodka, co prowadzi do
powstania haploidalnej rosliny. Niezaleznie od metody, ktéra prowadzi do powstania haploidalnego
zarodka lub siewki (oznaczonego jako 1n), kolejnym krokiem jest podwojenie jego genomu.
Réznorodnos¢ podejs¢ do uzyskiwania haploidow i linii DH w celu stworzenia stabilnych,
homozygotycznych linii prezentuje ztozonos¢ tego procesu.
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Warsztaty laboratoryjne
Plan warsztatow:

1. Wprowadzenie — zasady BHP i dobra praktyka laboratoryjna. Organizacja laboratorium kultur
tkankowych.
2. Androgeneza w kulturach pylnikow zbdz na przyktadzie zyta — gtéwne zagadnienia:
— faza rozwojowa roslin i stadium rozwojowe mikrospor optymalne do indukowania
androgenezy;
— stres abiotyczny jako niezbedny etap zmieniajgcy kierunek rozwoju mikrospor z
gametofitycznego na sporofityczny;
— pozywki indukujace androgeneze i ich modyfikacje;
— genotypowa reakcja zyta na androgeneze.

Etapy androgenezy w kulturach pylnikéw zyta

D

d)regeneracja pedéw z ELS; e) rosliny zyta na pozywce regeneracyjnej

3. Kultury izolowanych mikrospor jako jedna z technik androgenezy:
— okreslenie fazy rozwojowej roslin donorowych i mikrospor;
— mechaniczne metody izolacji mikrospor (manualna, blender);
— czynniki wptywajgce na wydajnos¢ procesu izolacji mikrospor;
— przyzyciowa ocena prowadzonych kultur w mikroskopie odwrdconym.

Poczatkowe etapy androgenezy w kulturach mikrospor zyta

a) mikrospory w trakcie izolacji; b) cytoplazma gwiazdzista w mikrosporach c) struktury wielokomérkowe



4. Problemy zwigzane z prowadzeniem kultur in vitro pylnikdw i mikrospor zyta oraz propozycje
rozwigzan:
— zamieranie eksplantandw;
— zakazenia mikrobiologiczne;
— problemy z indukcjg androgenezy i regeneracjg roslin;
— ptodnosé roslin DH.
5. Dyskusja i podsumowanie warsztatéw.



