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Tematy badawcze realizowane w roku 2024

T1l: Zmiana poziomu metylacji/acetylacji genomu jako czynnik modyfikujacy
efektywnosc indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej

Celem badan byto okreslenie wptywu inhibitorow metylacji DNA i deacetylacji histondw na indukcje
EM i regeneracje roslin, a takze monitorowanie zmian epigenetycznych zachodzgcych po aplikacji
zwigzkoéw demetylujacych/acetylujgcych. Zmiany epigenetyczne oszacowano poprzez ocene
efektywnosci EM w kulturach pylnikowych, jak rowniez przez analize ogdlnego poziomu metylacji
DNA i histondéw. Porownano wzér metylacji miejsc promotorowych wybranych gendw wptywajgcych
na indukcje EM w genotypach podatnych i opornych. Wykonano tez analize ekspresji genu Ta-MET1,
ktory koduje enzym metyl-transferaze biorgcy udziat w procesie metylacji DNA.

T2: Identyfikacja biatek regulujacych proces EM i regeneracje roslin w kulturach in
vitro pszenicy zwyczajnej (zadanie 1)

Celem zadania byto okreslenie wptywu wybranych substancji uczestniczacych w regulacji
rozwoju ELS na efektywnosc¢ indukcji EM i regeneracje roslin w kulturach in vitro pszenicy
zwyczajnej. W badaniach testowano modyfikacje sktadu pozywki indukcyjnej poprzez dodatek
substancji podtrzymujgcych zywotnos¢ komaérek, stymulujgcych podziaty komorkowe i
réznicowanie oraz warunkujgcych prawidtowg biogeneze chloroplastéw i biosynteze barwnikéw
chlorofilowych.



Materiaty i Metody

Temat badawczy 1. Zmiana poziomu metylacji/acetylacji genomu jako czynnika modyfikujgcego
efektywnosc¢ indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej

Materiat roslinny: 2 linie pszenicy ozimej: mieszaricowa F, (K20290) i linia modelowa (DH1/2)
Traktowanie wstepne: ktosy 10-20 dni w 4 °C - izolacja pylnikow = inkubacja w pozywce % MS
+ 5 umol/l lub 7,5 pmol/Il 5-azacytydyna (AZC) lub trichostatyna (TSA)

Kultury pylnikowe

Indukcja: ptynna pozywka C17+90 g/| maltozy+50g/| Ficall 400+1 mg/| 2,4-D+i 1 mg/| Dikamba;

28 °C, ciemnosé

Regeneracja: pozywka MS +0,5 mg/l NAA+0,5 mg/| kinetyna; 24 °C, 16h/8 h (dzier/noc)

Analizy:

» Efektywnosc¢ indukcji EM (ELS/100P) i regeneracji roslin zielonych (ZR/100P)

* Analiza ogdlnego poziomu metylacji DNA w pylnikach po inkubacji z AZA (HPLC)

* Analiza ogdélnego poziomu acetylacji histonow w pylnikach po traktowaniu TSA (pomiar
aktywnosci acetylotransferazy histonowej met. kolorymetryczng )

* Analiza szczegotowego poziomu metylacji DNA dla wybranych genéw regulujgcych poziom
metylacji i EM (TaHAG3, TaHAM, TaHAC1, TAHAC4, TaMET1) (PCR, sekwencjonowanie met.
Sangera)

* Analiza poziomu ekspresji metylotransferazy DNA (Ta-MET1) w pylnikach po inkubacji z AZA
(RT-PCR)



Materiaty i Metody

Temat badawczy 2. Identyfikacja biatek regulujgcych proces EM i regeneracje roslin w kulturach in
vitro pszenicy zwyczajnej (zadanie 1)

Materiat roslinny: 4 linie pszenicy ozimej:
2 linie mieszancowe F, (K393, K20290) i 2 linie modelowe (PO19, PO20)

Kultury izolowanych mikrospor (KIM) i kultury pylnikowe (KP)

Traktowanie wstepne (NT+SeS+0.7M MAN):

1. ktosy 7-14 dni w 4°C + 3 dni w 50 uM selenianu sodu w 4°C + 4 dni w 0,7 M mannitol w 20°C (KIM,KP)

2. ktosy 7-14 dni w 4°C + 3 dni w 50 uM selenianu sodu w 4°C + 4 dni w 0,7 M mannitol w 4°C (KIM, KP)

3. ktosy 7-14 dni w 4°C + 3 dni w 50 uM selenianu sodu w 4°C —izolacja pylnikéw - 4 dni w 0,7 M mannitol

w 4°C (KIM)

Modyfikacje pozywki indukcyjnej:

mKBP1: 1 mg/I tidiazuron (TDZ) (KIM) oraz 4 mg/I TDZ (KP)

mKBP2 (kontrola) : 1 mg/ITDZ + 0,5 mg/l trans Zeatyna (tZ) (KIM) oraz
1 mg/l 2,4-D, 1 mg/| Dikamba i 4 mg/| tZ (KP)

mKBP2 suplementowano dodatkowo:

mKBP3 i mKBP4: 5 umol/l i 10 umol/l kwas 2-indol-3-yl-4-oxo-4-fenylomaslowy (PEO-IAA; antyauksyna)

mKBP5 i mKBP6: 50 umol/l i 100 pmol/I melatonina (MEL)

mKPB7 i mKBP8: 1 umol/Ii-2 umol/l fitosulfokina a (PSK-a)

mKBP9 i mKBP10: 1 umol/li 2 umol/I fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF, inhibitor proteaz)

mKBP11 i mKBP12: 0,5 umol/li1 pumol/l E64 (inhibitor proteaz)

mKBP13 i mKBP14: 10 pumol/l i 60 umol/l kwas y-aminomastowy (GABA)

mKBP15: 0,05% dimetylosulfotlenek (DMSO)




Wyniki
Temat badawczy 1. Efektywnosc indukcji EM i regeneracji roslin
Ryc.1. Efektywnosc¢ indukcji EM [ELS/100P] i regeneracji

Efektywnosc¢ indukcji EM wyniosta srednio 17,7 ELS i 22 ELS na roélin [ZR/100P, AR/100P]
100 pylnikéw dla linii DH1/2 i K20290 (Ryc.1). Linia DH1/2

regenerowata srednio 2,3 ZR/100P. Linia oporna nie regenerowata

roslin zielonych, uzyskano jedynie pojedyncze rosliny albinotyczne DH1/2 2,27
(0,5 AR/100P). 02
Dla linii DH1/2, najwyzszg efektywnos¢ EM (40 ELS/100P) i 5
regeneracji (8 ZR/100P) uzyskano po inkubacji bez dodatku K20290 0

inhibitoréw metylacji DNA i deacetylacji histonéw. Dla linii 047 AR/100P
K202920, najwyzszg efektywnos¢ EM (44 ELS/100P) uzyskano po 0 5 10 15 20 25
stymulacji inhibitorem metylacji (5,0 umol/I AZC). Efektywnosé [%]

17,73

ELS/100P
ZR/100P

Temat badawczy 1. Analiza ogdlnego poziomu metylacji DNA.

Wykazano, iz zawartos¢ cytydyny metylowane; Ryc.2. Udziat cytydyny metylowanej w catkowitej [%]
zmienia sie w trakcie procedury indukcji EM. Poziom
metylacji DNA w pylnikach bezposrednio po scieciu
ktoséw byt podobny u obu badanych linii i wynosit

1) Bezposrednio po Scieciu kioséw  meeee—————————— 20 38
2) Traktowanie NT mE S 08 71

26-27% (Ryc. 2). Po traktowaniu niskg temperaturg, % " |nkubacjawMsglI;:::iT;WAhzlli e 23?)8295
parametr ten nieznacznie wzrastat, ale tylko u a 5) 10:chi kultury bez inkobaci w AZC, 10,36

podatnej linii DH1/2. Dalszy wzrost ogdlnego 6) 10 dni kultury po inkubacji w AZC "9 49

poziomu metylacji obserwowano u obu linii po

inkubacji pylnikéw w MS. Po 10 dniach kultury in 1) Bezposrednio po $cigciu kiosow  mE——————— 27,03
vitro obserwowano znaczne obnizenie poziomu o 2) Traktowanie NT S — 27,12
metylacji DNA, przy czym poziom metylacji cytozyny g 3) Inkubacjaw MS - — 20,18

4) Inkubacja w MS z dodatkiem AZC IS 20 83
5) 10 dni kultury bez inkubacjiw AZC me————————— 25 90
6) 10 dni kultury po inkubacji w AZC S 06 66

byt trzykrotnie nizszy w DNA izolowanym z pylnikow
linii podatnej (DH1/2) w poréwnaniu do opornej
(K20290).



Temat badawczy 1. Analiza ogdlnego poziomu acetylacji histonow Ryc.3. Poziom acetylacji histonu H3 [%]

Analiza Western Blot potwierdzita obecnosé biatek histonowych o masie i B i o Scleclikotiy: 100,00

14-20,1 kDa. Procent acetylacji histonu H3 w pylnikach po traktowaniu iirgs:;:“;zmg :1;‘?20

niskg temperaturg wzrastat prawie 2-krotnie w stosunku do pylnikéw 4) Inkubacja w MS z dodatkiem TSA mm 71,00

izolowanych bezposrednio po scieciu ktoséw, a nastepnie malat po 5;)1?;2;:‘;1::3;;(2, I:EEL’ES.'XZE@ -59,00_836’00
inkubacji w pozywce MS (Ryc.3). Jesli inkubacja byta prowadzona w

pozywce suplementowanej TSA obserwowano dalszy spadek acetylacji

H3 podczas prowadzenia kultury pylnikowej, przy braku TSA
obserwowano wyrazny wzrost acetylacji H3 po 10 dniach kultury.

DH1/2

1) Bezposrednio po $cieciu kiosow mmm 100,00
2) Traktowanie NT s 199,00
3) Inkubacjaw MS mmmmm 138,00
4) Inkubacja w MS z dodatkiem TSA mmm 111,00
5) 10 dni kultury bez inkubacjiw TSA = 219,00
6) 10 dni kultury po inkubacjiw TSA mmm 82,00

K20290

Temat badawczy 1. Analiza szczegétowego poziomu metylacji DNA
Ryc. 4. Wzory metylacji w promotorze genu

Zaprojektowano po 6 par starterow PCR komplementarnych do TaMET1

sekwencji promotorowych 5 gendéw regulujgcych poziom metylac;ji ‘_( s SRS =

(TaHAG3; TaHAM; TaHAC1; TaHAC4; TaMET1). Dobrano optymalne »
warunki PCR i startery specyficzne dla kazdego z gendéw oraz : o
zsekwencjonowano miejsca promotorowe. W wyizolowanym DNA | @c

wykonano selektywng deaminacje cytozyny do uracylu, ktéry podczas
amplifikacji PCR jest konwertowany do tyminy. Analiza poréwnawcza | 1N
sekwencji wzorcowych i konwertowanych pozwolita na okreslenie I\ LT | \
szczegotowego poziomu metylacji DNA w miejscach promotorowych UM A RN LAV
genow powigzanych z efektywnoscig EM. W miejscu promotorowym o A Rad
genu TaHAG3 stwierdzono brak metylacji wysp CpG, co wigzato sie z -y | ac
catkowitg konwersjg cytozyn (C) w tyminy (T) niezaleznie od genotypu ' \
i etapu doswiadczenia. Promotor genu TaHAC4 charakteryzowat sie b
czesciowg metylacjg, jednakze miata ona ten sam wzér w obu | ‘ | | 1
badanych genotypach oraz na wszystkich analizowanych etapach | |
doswiadczenia. Z kolei, w promotorze genu TaMET1 zidentyfikowano ARIAREI AL S ‘ ‘ I
réznice we wzorach metylacji pomiedzy genotypami. Linia AR (RRAUAL I IRRA I
mieszanncowa K20290 charakteryzowata sie o 50% wyzszg metylacjg ot L LA M e
DNA w poréwnaniu do promotora linii DH1/2 (Ryc. 4). C - miejsce metylac_:_Jl (brak kopwersp) .
C/T — brak metylacji (konwersja cytozyny w tymine)



Temat badawczy 1. Analiza poziomu ekspresji metylotransferazy DNA (Ta-MET1)

Analize ekspresji Ta-MET1 wykonano na
kolejnych etapach procedury indukcji EM.
Zaprojektowano po 3 pary starterow do RT-

PCR komplementarne do sekwencji genu - 2) Traktow_anie ol s
TaMET1 i specyficznych dla subgenomu A, B 3 3) Inkubacia w NS =
oraz D. Przeprowadzono walidacje PCR w o RN SRS A — T |
gradiencie temperaturowym dla badanych 5) 10 dni kultury bez uprzedniej inkubacji w AZC  psb——— |
amplikonc')w oraz genéw referencyjnych 6) 10 dni kultury po uprzedniej inkubacji WAZC m———t
(ARF, GPDH). Analiza RT-PCR pozwolita na 1) Bezpogradtio po; Sciaciu Kos v o
okre$lenie wzglednej wartosci ekspresji - 2) Traktowanie NT - ek — | —_—
(AACq) genu TaMET1, ktéry okazat sie = 3) Inkubacja W MS st
aktywny we wszystkich trzech subgenomach (%' 4) Inkubacja w MS z dodatidem AZC | "
pszenicy. Na poczatkowych etapach 5) 10 dni kultury bez uprzedniej inkubacji W AZC  la————
doéwiadczenia (1-4), niezaleznie od 6) 10 dni kultury po uprzedniej inkubacji W AZC m— s ———
genotypu, najwyzszg aktywno$¢ TaMET1 1) Bezposrednio po Scigoiul osow " e
obserwowano w subgenomie D (Ryc. 5). Po  _ 2) Traktowanie NT . sl
10 dniach kultury wzrastata wzgledna = 3) Inkubacja w MS - sl —
wartos¢ ekspresji TAMET1 w subgenomach A g' 4)InltbzeiawMS 2 dodatiiom AZC "
i B, osiggajac najwyzszg wartos¢ po 10 dniach 5) 10 dni kultury bez uprzedniej inkubacji W AZC  n——t——
kultury po inkubacji w AZC). 6) 10 dni kultury po uprzedniej inkubacji WAZC m————  F——
00 05 10 15 20 25 30 35

Ryc. 5. Wzgledna wartosc ekspresji (AACq) genu TaMET1

1) Bezposrednio po $cieciu kiosow mt——

Obserwowano réznice we wzglednej wartosci ekspresji TaMET1 pomiedzy badanymi genotypami. Embriogenna linia
DH1/2 charakteryzowata sie nizszg wartoscig tego parametru na wszystkich etapach doswiadczenia, oprécz etapu 5
(po 10 dniach kultury bez inkubacji w AZC). Srednia warto$¢ ekspresji TAMET1 w trakcie catego doswiadczenia byta
wyzsza u linii opornej K20290.



Wyniki Temat badawczy 2. Kultury izolowanych mikrospor (KIM)

Ryc.6a. Wydajnosé izolacji Ryc.6b. Zywotnoé¢ mikrospor [%)]

60

1. Zawiesiny mikrospor uzyskane wg. wstepnie stosowane;j
procedury charakteryzowata niska wydajnosc izolacji
(Ryc.6A) i zywotnos¢ mikrospor (Ryc.6B) oraz niska
efektywnosé EM (0-40 ELS/ 100 000 (10°) mikrospor).
Rosliny zielone uzyskano tylko u linii PO19 na pozywce

30000

25000 =

20000

mKBP15 z 0,05% DMSO (1,1 ZR/ 10°> mikrospor; Ryc. 7).

Ryc.7. Efektywnos¢ EM w KIM zaktadanych wg. wstepnej procedury
indukcji EM (NT+SeS+MAN 20°C)

mKBP2: 11 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 4,8 AR/10° mks
. mKBP4: 1 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks
‘. mKBPS5: 3,3 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks

mKBP5: 10 ELS/10° mks; O ZR/10° mks; 0 AR/10° mks
mKBP12: 1 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks
mKBP13: 3,3 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks
mKBP14: 3,3 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks

mKBPS5: 8 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks
mKBP7: 12,6 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks
mKBP8: 22,9 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks

| mKBP15: 40 ELS/10° mks; 1,1 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks

| mKBP3: 9 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks
mKBP4: 9 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks
mKBP15: 9 ELS/10° mks; 0 ZR/10° mks; 0 AR/10° mks

2. Obnizenie temp. z 20°C do 4°C w trakcie traktowania
mannitolem podniosto wydajnos¢ izolacji (Fig.6A) ale nie

poprawito zywotnosci mikrospor (Fig.6B) ani efektywnosci EM.

3. Wyrazny wzrost efektywnosci EM uzyskano poprzez
traktowanie mannitolem uprzednio wyizolowanych pylnikéw
(Ryc.8). Poprawe indukcji uzyskano na pozywce kontrolnej
mKBP2. Dla opornej linii K393 uzyskano rowniez wzrost
efektywnosci regeneracji roslin zielonych

Whydajnos¢ izolacji [mikrospory/kios]

15000
& 10000
by .
. | AN 0 R

I
3
3

Zywotnosé mikrospor [%]

1 1
10 i
30 l
20 T
10 ' I
0

MAN-20°C MAN-4°C ip MAN-20°C

-5000 MAN-20"C MAN-4°C ip MAN-20°C

Ryc.8. Efektywnos$é EM w KIM zaktadanych wg. zmodyfikowanej
procedury (NT+SeS —izolacja pylnikéw - MAN 20°C)

mKBP2:

15 ELS/10° mks
4,1 ZR/10° mks
1,4 AR/10° mks

mKBP5:

4,1 ELS/10° mks

% \1,4 ZR/10° mks
J 10 AR/10° mks

mKBP2:

62,9 ELS/10° mks
0 ZR/10° mks

0 AR/10° mks

mKBP5:

11,3 ELS/10° mks
0 ZR/10° mks

0 AR/10° mks

mKBP2:

10 ELS/10° mks
0 ZR/10° mks

0 AR/10° mks



Temat badawczy 2. Kultury pylnikowe

W kulturach pylnikowych zaktadanych wg. wstepnie stosowanej procedury uzyskano srednio od 0 do 13 ELS/ktos (Ryc.
9A). W kulturach linii K393 i K20290 najwyzszg efektywnos¢ indukcji EM uzyskano na pozywkach mKBP13 i mKBP14
zawierajacych 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/| Dikamba, 4 mg/I tZ oraz odpowiednio 10 i 60 umol/I GABA. Dla obu bardziej
podatnych linii PO19 i PO20 zaobserwowano korzystny wptyw antyauksyny (5 umol/l PEO-IAA; mKBP3) oraz inhibitoréw
proteaz — 1 umol/lI PMSF dla PO19 (mKBP9) i 0,5 — 1 umol/lIE64 (mKBP11, mKBP12) dla PO20. Efektywnos¢ regeneracji
roslin zielonych wyniosta od 0 do 7,1 ZR/ktos (Ryc. 9B), nie wykazano wptywu rodzaju pozywki indukcyjne;.

Obnizenie temperatury (z 20°C do 4°C) w trakcie traktowania ktoséw mannitolem stymulowato rozwéj ELS i regeneracje
roslin zielonych. Uzyskano od 5 do 24 ELS/ktos oraz od 2 do 13 ZR/ktos. W przypadku linii opornych K3939 i K20290,
najlepsze rezultaty osiggnieto przy zastosowaniu 60 umol/l GABA (mKBP14). Dla linii bardziej podatnych najlepsze wyniki
uzyskano pod wptywem 100 umol/I MEL (mKBP6) dla PO19i 0,5 umol/I E64 (mKBP11) dla PO20 (Ryc. 10).

Ryc.9. Efektywnos¢ indukcji EM (A) i regeneraciji roélin zielonych (B) w KP Ryc.10. Efektywnos¢ EM w KP wg. zmodyfikowanej procedury
zaktadanych wg. zmodyfikowanej procedury (NT+SeS izolacja pylnikéw (NT+SeS —izolacja pylnikéw - MAN 20°C)
9 M AN 20°C) Linia Indukcja Regneracja Indukcja Regeneracja
A ()
Il k393 ;?,
[ | :Zi: ) mKP9 — — mKBP14

10

[ELS/ktos]

10,5 ELS/kios; 3 ZR/ktos; O AR/ktos 12 ELS/ktos; 6 ZR/kios; O AR/ktos

K20290

| I
SINRIIRRL I

KBP1 KBP2 KBP3 KBP4 KBPS KBP6 KBP7 KBP8 KBP9 KBP10 KBP11 KBP12 KBP13 KBP14 KBP15 mKBP2 mKBP14
" " " " " " " " " " m " " m m 7,5 ELS/klos; 7 ZR/kios; 0,5 AR/ktos 7,5 ELS/kios; 3,5 ZR/klos; 0,5 AR/kfos
pozywki -

B."
E i I Pox mKBP4 . mKBP6
: ] I d h Jli ‘i 1 ﬂh I] I [T ik HT] N g

mKBP1 mKBP2 mKBP3 mKBP4 mKBP5 mKBPE mKBP7 mKBP8 mKBP9 mKBP10 mKBP11 mKBP12 mKBP13 mKBP14 mKBP15

mKBP3 mKBP11
pozywki 24 ELS/ktos; 7 ZR/kios; O AR/ktos 8 ELS/ktos; 7,8 ZR/ktos; O AR/ktos



Podsumowanie

Uzyskano poprawe efektywnosci EM: (1) w kulturach izolowanych mikrospor poprzez wprowadzenie
traktowania mannitolem izolowanych pylnikéw (4 dni w 20°C); (2) w kulturach pylnikowych poprzez
zastosowanie niskiej temperatury (4°C) w trakcie traktowania ktosdw mannitolem i modyfikacje sktadu
hormonalnego pozywki (1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l Dikamba + 4 mg/l tZ). Wykazano mozliwos¢ dalszej
optymalizacji procedury indukcji EM u pszenicy ozimej. W zaleznosci od zastosowanej metody kultury in
vitro, procedury wstepnego traktowania ktosow i cech genotypowych roslin macierzystych korzystny wptyw
na przebieg EM wykazaty: GABA, MEL, PSK-a i DMSO.

Potwierdzono pozytywny wptyw inhibitora metylacji (5,0 umol/l AZC) na efektywnos¢ indukcji EM u
opornej linii mieszancowej K20290. Niestety, nie uzyskano regeneracji roslin zielonych.

Wykazano, iz poziom metylacji DNA ulegat istotnym zmianom w trakcie indukcji procesu EM. Po
poczatkowym wzroscie, poziom metylacji cytozyny spadt po 10 dniach kultury in vitro izolowanych
pylnikdw i byt 3-krotnie nizszy w DNA izolowanym z pylnikéw linii podatnej DH1/2 w porédwnaniu do linii
opornej K20290.

Okreslono wzory metylacji miejsc promotorowych genéw TaHAG3, TaHAC4 i TaMET1 wptywajacych na
efektywnos¢ EM i stwierdzono, ze byty one identyczne na poszczegdlnych etapach eksperymentu oraz
charakterystyczne dla analizowanego genotypu. Wiekszg liczbe metylacji promotora genu TaMET1
obserwowano u linii embriogennej, co moze sie wigzac sie z obserwowang $rednio nizszg ekspresjg genu
TaMET1, a w efekcie efektywniejszg indukcjg EM.

Stwierdzono, iz najwyzsza efektywnos¢ embriogenezy wigze sie z wysoka acetylacjg histonu H3 po 10
dniach kultury bez uprzedniej inkubacji w TSA.
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Mannitol-induced alternation of endogenous hormones balance
and its effect on bread wheat (Triticum aestivum L.) microspore
reprogramming towards embryogenic development
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environmental interactions. Great efforts have already been put into the work of
discovering these very complex interrelations as well as on improving the procedure of in
vitro culture. In many cases, like in winter wheat, this is still far from sufficient for practical
use. Our research (Dubas et al., 2024) has revealed that a sequence of low temperature
(3-4 weeks at 4°C; LT), selenium salt (50 um/I sodium selenite; SeS) and mannitol (4 day in

Fig. 2. AUX conjugates content in anthers of three wheat lines/

3 (PO19, K393, Pavon) after different tillers pre-treatment
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determine the effect of the modified tiller pretreatment (LT+SeS+MAN) on the hormonal
balance and the efficiency of the ME process. The levels of auxins (AUXs) and cytokinins
(CKs) were assessed in the anthers of two highly recalcitrant winter wheat lines (PO19,
K393) and moderately responsive spring cultivar Pavon using the UHPLC-MS/MS method
(Juzon-Sikora et al., 2023).
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2,7%

>~ 0,3%

In contrast to LT alone or in combination with SeS, which had little impact on indole-
3-acetic acid (IAA) content and contribution of its conjugates in wheat anthers, MAN
significantly increased the content of all identified AUXs (IAA, IAA-aspartate, IAA-glutamate
and 2-oxindole-3-acetic acid; Fig. 2, 3). As a result, oxIAA dominated and its share in total
me , auxin pool ranged from 72% to 81% (Fig. 3). At the same time, MAN treatment reduced or

B tzrR

e
x Since embryo development is hormonally regulated, the aim of this study was to
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é | more than 100-fold in K393 compared to the control (Table 1). Such a distinctive alteration

of anther hormonal balance (caused mainly by huge increase in IAA concentration) could
Fig: 4% Contribution of the different CK conjugates injanthers of'thrge wheat { possibly represent a factor inducing developmental abnormalities observed in microspore-
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Inhibitory metylacji zwiekszajg efektywnosc
embriogenezy mikrospor pszenicy zwyczajnej
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Inhibitory metylacji (IM) reguluja procesy epigenetyczne i odpowiadajg za aktyw-
nosc genow. Do najczesciej stosowanych IM naleza: 5-azacytydyna (AZC) - nie-
metylowany analog cytydyny oraz trichostatyna A (TS5A) - inhibitor deacetylazy
histonowej klasy 1 i L1. Zwiazki te reaktywuja transkrypcje, powodujac hipometyla-
cje DNA lub otwarcie chromatyny. Analiza transkryptomu pszenicy potwierdzila,
ze IM wplywaja na wydajnos¢ embriogenezy mikrospor (EM) u réznych gatunkow
roslin, aktywujac geny odpowiedzialne za zmiane kierunku rozwoju z generatyw-
nego w sporofityczny oraz stymulujg tworzenie embriogennego kalusa poprzez
aktywacje proliferacji komorek. Celem badar byla analiza wplywu 5-azacytydyny
oraz trichostatyny A na wydajnos¢ EM i regeneracje roslin pszenicy zwyczajnej.
Material roslinny stanowily genotypy pszenicy charakteryzujgce sie zréznicowang
zdolnoscia do EM. Pylniki znajdujgce sie w fazie jednojadrowej traktowano AZC
lub TSA w réznych kombinacjach stezen, a nastepnie plukano je i wykladano na
phynng pozywke indukujgcg C17. Kazdy wariant traktowania powtarzano trzykrot-
nie. We wszystkich wariantach doswiadczalnych zastosowano kontrole bez trak-
towania M. Tworzgce sie struktury embriogenne pasazowano na pozywke rege-
neracyjng MS. W wiekszosci analizowanych genotypow IM wplynely korzystnie na
wydajnosc EM. AZC stymulowalta EM wydajniej niz TSA. Struktury embriogenne
i rosliny zielone uzyskano ze wszystkich genotypow, lecz nie we wszystkich kom-
binacjach doswiadczalnych. IM nie wplynely istotnie na frekwencje albinosdw.
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Zrédlo finansowania: MRiRW, badania podstawowe na rzecz postepu biologicz-
nego w produkcji roslinnej, tytul projektu: ,ldentyfikacja czynnikéw warunkujacych
indukcje embriogenezy mikrospor u pszenicy zwyczajnej ( Triticum aestivum L.)".

Methylation inhibitors increase the efficiency of microspore
embryogenesis in common wheat

Methylation inhibitors (IM) regulate epigenetic processes and are responsible for
gene activity. Among the most commonly used IM are: 5-azacytidine (AZC) - an
unmethylated analog of cytidine, and trichostatin A (TSA) - an inhibitor of histone
deacetylase classes [ and II. These compounds reactivate transcription, causing DNA
hypomethylation or chromatin opening. Transcriptome analysis of wheat confirmed
that IM affect the efficiency of microspore embryogenesis (ME) in various plant spe-
cies by activating genes responsible for changing the direction of development from
generative to sporophytic and stimulate the formation of embryogenic structures
by activating cell proliferation. The aim of the research was to analyze the effect
of 5-azacytidine and trichostatin A on the efficiency of ME and plant regeneration
in common wheat. Plant material were wheat genotypes characterized by varying
ME ability. Pollen grains in the uninucleate stage were treated with AZC or TSA
at different concentrations, then rinsed and plated on liquid C17 induction medi-
um. Each treatment combination was repeated three times. Control groups without
IM treatment were used in all experimental variants. The developing embryogenic
structures were transferred to regenerative M5 medium. The studied IM positively
influenced the efficiency of ME in most analyzed genotypes. AZC stimulated ME
more efficiently than TSA. Embryogenic structures and green plants were obtained
from all genotypes, but not in all treatment combinations. IM did not significantly
affect the frequency of albinos.

Source of funding: Ministry of Agriculture and Rural Development, basic re-
search for biological progress in plant production, project title “Identification of
factors determining the induction of microspore embryogenesis in common wheat
( Triticum aestivum L.)".
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W kulturach pylnikowych, pod wplywem czynnikow stresu, niedojrzate mikrospo-
ry tworzg zarodki, z ktorych nastepnie moZna otrzymadé rosliny o pojedynczym lub
podwojonym zestawie chromosomdw. Podwojone haploidy (DH) charakteryzuja sie
pelng homozygotycznoscig i s3 wykorzystywane w badaniach naukowych oraz ho-
dowli nowych odmian roslin uprawnych. Efektywnos¢ indukcji embriogenezy mi-
krospor (EM) i regeneracji roslin u pszenicy jest zalezna miedzy innymi od genotypu
rosliny donorowej, rodzaju stosowanego czynnika stresu oraz skladu stosowanych
pofywek. Najnowsze badania epigenetyczne wskazuja, ze na proces EM wplywa takze
metylacja genow zaangaZowanych w tworzenie androgenicznych zarodkow. Celem
badan byto sprawdzenie zdolnosci do indukcji EM i regeneraciji roslin w kulturach
pylnikowych mieszancow F, pszenicy ozimej traktowanych inhibitorami metylacji.
Ziarniaki mieszaricow F zostaly otrzymane w polskich spétkach hodowlanych. Wy-
siano je na poletku doswiadczalnym Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersy-
tetu Przyrodniczego w Poznaniu. Klosy scinano, gdy mikrospory osiggaly stadium
jednojadrowe i poddawano stresowi chlodu (4°C) preez 10 do 20 dni. Nastepnie izo-
lowano pylniki i wykladano na pltynna pozywke M5 z dodatkiem inhibitoréw mety-
lacji: 5-azacytydyny (AZC) lub trichostatyny A (TSA). Pylniki inkubowano w ciem-
nosci przez 7 dni w 4°C, plukano i przenoszono na ptynna pozywke C17 na okres
8 tygodni. Otrzymane struktury embriogenne pasazowano na zestalong pozywke MS
w celu regeneracji roslin. Obserwowano réznice w liczbie tworzacych sie struktur
embriogennych oraz liczbie regenerujacych roslin zielonych i albinotycznych po-
miedzy badanymi mieszancami F, pszenicy ozimej. Inhibitory metylacji wplynely
stymulujgco zarowno na indukcje EM, jak i na regeneracje roslin zielonych. Stwier-
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dzono, iz srednio dla wszystkich badanych genotypow lacznie, inkubacja pylnikow
w AZC wplywala najkorzystniej na badane parametry EM. Obserwowano takze rege-
neracje roslin albinotyvcznych, ktorych liczba zalezala przede wszystkim od ogolne]
liczby otrzymywanych roslin, a nie od traktowania inhibitorami metylaciji.

Zradto finansowania: MRiRW, badania podstawowe na rzecz postepu biologicz-
nego w produkeji roslinnej, tytul projektu Identyfikacja czynnikow warunkujgcych
indukcje embriogenezy mikrospor u pszenicy zwyczajnej { Triticum aestivum L.)".

Effect of methylation inhibitors on anther cultures of F, winter
wheat hybrids

In anther cultures (AC) immature microspores form embryos under stress factors.
Plants obtained from them have single or double sets of chromosomes. Doubled
haploids are fully homozygous and are used in scientific research and breeding of
new varieties. The efficiency of microspore embryogenesis (ME) induction and plant
regeneration (PR) of wheat mainly depends on the genotype of the donor plant, the
type of stress factor and the composition of the media. Recent epigenetic studies
indicate that the ME process is also influenced by methylation of genes involved in
embryo formation. The purpose of this study was to investigate the induction ability
of ME and PR in AC of F, winter wheat hybrids treated with methylation inhibitors.
Grains of F, hybrids, obtained from Polish breeding companies, were sown in the
experimental field. The spikes were cut when the microspores reached the uninucle-
ate stage. Then they were exposed to cold stress (4°C) for 10 to 20 days. The anthers
were isolated and plated on liquid MS medium with the addition of methylation
inhibitors: 5-azacytidine and trichostatin A. Then they were incubated in the dark
for 7 days at 4°C, washed and transferred to liquid C17 medium for § weeks, The
obtained embryogenic structures were transferred onto solidified MS medium for
PR. Differences were observed in the number of embryogenic structures and green
and albino plants between the F_hybrids. Methylation inhibitors had a stimulating
effect on ME induction and green PR. 5-azacytidine had the most favorable effect on
the studied ME parameters on average for all the studied genotypes combined. The
number of albino plants depended mainly on the total number of plants obtained,
rather than on treatment.

Source of funding: MRiRW, basic research for biological progress in crop produc-
tion, project title ,ldentyfikacja czynnikow warunkujgcych indukcje embriogenezy
mikrospor u pszenicy zwyczajnej ( Triticum aestivum L.)"
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MANNITOL-INDUCED ALTERNATION OF ENDOGENOUS HORMONES
BALANCE AND ITS EFFECT ON BREAD WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.)
MICROSPORE REPROGRAMMING TOWARDS EMBRYOGENIC DEVELOPMENT
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The effectiveness of microspore embrvogenesis (ME] relies on complex genetie-physiological-environmental
interactions and in some cases [e.g. winter wheat), this is far from sufficient for practical use in plant
breeding. Our research (Dubas et al., 2024) has revealed that a sequence of low temperature (LT), selenium
salt (Se8) and mannitol (MAN) spike treatments can improve the effectiveness of microspore reprogramming
towards this alternative developmental pathway. The majority of multicellular structures produced. however,
exhibited developmental defects leading to their degeneration.

Since embryo development is hormonally regulated, we assessed the levels of auxins (AUX) and
cytokinins (CK] in the anthers of two winter wheat lines (PO 19, K393) and the spring cultivar Pavon using the
UHPLC-MS/MS method [Juzoen-Sikora et al., 2023). LT alone or in combination with SeS had little impact on
AUX content and composition in wheat anthers. MAN treatment (2 days in 0.7 mol-dm™® MAN) significantly
increased the content of all identified AUX (indole-3-acetic acid (LAA), [AA-aspartate, IAA-glutamate and
2-oxindole-3-acetic acid). Conversely, all treatments reduced the content of the most active CK (frans-zeatin],
while the levels of cis-zeatin-O-glucoside and cis-zeatin-riboside- O-glucoside in the studied wheat anthers
increased. Such a distinetive alteration of anther hormonal balance could possibly represent a factor inducing
developmental abnormalities observed in microspore-derived structures,
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Production.
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Wplyw wybranych inhibitoréw metylacji na efektywnos¢ kultur pylnikowych
pszenicy ozimej
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Zwiazki z grupy inhibitordéw metylacji (IM) wplywaja na procesy epigenetyezne zwickszajac
aktywnosé gendw poprzez reaktywacje ich transkrypeji. Stosowane sa m. in. w leczeniu wielu chordb
czlowicka, jak rownie w badaniach genomdw oraz transkryptoméw zwierzecych 1 roshnnych, Znane
53 rozne mechanizmy ich dzialania, a do najezescie) wykorzystywanyeh naleZy hipometylacja DNA
i otwarcie chromatyny poprzez acetylacje histondw. Analiza transkryptomu potwierdzila, e IM moga
wphywaé na wydajnoéé¢ embriogenezy mikrospor (EM) rdéinych gatunkdéw roslin modelowych
i uprawnych, w tym pszenicy.

W prowadzonych badaniach, analizowano wydajnosé kultur pylnikowych pszenicy ozimej po
traktowaniu trzema IM DNA: S-azacvtydyna (AZC), 2'-deoxy-3-azacytydyna (DAC), zebularing
(ZEB) oraz IM histondw, kidrym byla trichostatyna A (TSA). Celem parametryzacji dodwiadczenia
okreslono efektywnosé tworzenia struktur embriogennych 1 regenerujacych rolin zielonych, udzial
roélin zielonych wérdd wseystkich zregenerowanych (zielonyeh 1 albinotycznych), a takie frekwencije
spontanicznych podwojen genomu.

Struktury embriogenne 1 rodliny zielone uzyskano ze wszysikich analizowanych genotypow,
a wydajnoi¢ ich tworzenia po zastosowaniu IM byla istoinie wyksza niz w wariantach kontrolnych.
Udzial roshin zielonyeh wirdd wszystkich zregenerowanych zalefal od genotypu donorowego oraz
ogolne] liczby zregenerowanych roshing, a traktowanie IM nie mialo istoinego wphywu na rozwoj
albinosow. Podobnie, liczba spontanicznych podwojen genomu nie zmicniala si¢ istoinie pod wphywem
traktowania IM. Przeprowadzone badania pozwalajg na jednoznaczne stwierdzenie, iz IM wphywaja
pozytvwnie na efektywnodc kultur pylnikowych pszenicy ozime;.

Zrodio Sfinansowania: MRiRW, badania podstawowe na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej, tytul
projektu | Identyfikacia coynnikow warunkujgeych indukcje embriogenezy mikrospor w pszenicy zwyczafnef
(Triticum aestiviem L)
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