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T1: Zmiana poziomu metylacji/acetylacji genomu jako czynnik modyfikujący
efektywność indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej

Celem badań było określenie wpływu inhibitorów metylacji DNA i deacetylacji histonów na indukcję 
EM i regenerację roślin, a także monitorowanie zmian epigenetycznych zachodzących po aplikacji 
związków demetylujacych/acetylujących. Zmiany epigenetyczne oszacowano poprzez ocenę 
efektywności EM w kulturach pylnikowych, jak również przez analizę ogólnego poziomu metylacji
DNA i histonów. Porównano wzór metylacji miejsc promotorowych wybranych genów wpływających 
na indukcję EM w genotypach podatnych i opornych. Wykonano też analizę ekspresji genu Ta-MET1, 
który koduje enzym metyl-transferazę biorący udział w procesie metylacji DNA. 

Tematy badawcze realizowane w roku 2024

T2: Identyfikacja białek regulujących proces EM i regenerację roślin w kulturach in 
vitro pszenicy zwyczajnej (zadanie 1)

Celem zadania było określenie wpływu wybranych substancji uczestniczących w regulacji 
rozwoju ELS na efektywność indukcji EM i regenerację roślin w kulturach in vitro pszenicy 
zwyczajnej. W badaniach testowano modyfikacje składu pożywki indukcyjnej poprzez dodatek 
substancji podtrzymujących żywotność komórek, stymulujących podziały komórkowe i 
różnicowanie oraz warunkujących prawidłową biogenezę chloroplastów i biosyntezę barwników 
chlorofilowych.



Materiały i Metody

Temat badawczy 1. Zmiana poziomu metylacji/acetylacji genomu jako czynnika modyfikującego 
efektywność indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej 

Materiał roślinny: 2 linie pszenicy ozimej: mieszańcowa F1 (K20290) i linia modelowa (DH1/2)
Traktowanie wstępne: kłosy 10-20 dni w 4 °C → izolacja pylników → inkubacja w pożywce ½ MS 
+ 5 µmol/l lub 7,5 µmol/l 5-azacytydyna (AZC) lub trichostatyna (TSA)
Kultury pylnikowe
Indukcja: płynna pożywka C17+90 g/l maltozy+50g/l Ficall 400+1 mg/l 2,4-D+i 1 mg/l Dikamba; 
28 °C, ciemność
Regeneracja: pożywka MS +0,5 mg/l NAA+0,5 mg/l kinetyna; 24 °C, 16h/8 h (dzień/noc)
Analizy:
• Efektywność indukcji EM (ELS/100P) i regeneracji roślin zielonych (ZR/100P)
• Analiza ogólnego poziomu metylacji DNA w pylnikach po inkubacji z AZA (HPLC)
• Analiza ogólnego poziomu acetylacji histonów w pylnikach po traktowaniu TSA  (pomiar 

aktywności acetylotransferazy histonowej met. kolorymetryczną )
• Analiza szczegółowego poziomu metylacji DNA dla wybranych genów regulujących 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)



Materiały i Metody
Temat badawczy 2. Identyfikacja białek regulujących proces EM i regenerację roślin w kulturach in 
vitro pszenicy zwyczajnej (zadanie 1)

Kultury izolowanych mikrospor (KIM) i kultury pylnikowe (KP)
Traktowanie wstępne (NT+SeS+0.7M MAN):
1. kłosy 7-14 dni w 4°C + 3 dni w 50 µM selenianu sodu w 4°C + 4 dni w 0,7 M mannitol w 20°C (KIM,KP)
2. kłosy 7-14 dni w 4°C + 3 dni w 50 µM selenianu sodu w 4°C + 4 dni w 0,7 M mannitol w 4°C (KIM, KP)
3. kłosy 7-14 dni w 4°C + 3 dni w 50 µM selenianu sodu w 4°C – izolacja pylników - 4 dni w 0,7 M mannitol 
w 4°C (KIM)
Modyfikacje pożywki indukcyjnej: 
mKBP1: 1 mg/l tidiazuron (TDZ) (KIM) oraz 4 mg/l TDZ (KP)
mKBP2 (kontrola) :  1 mg/l TDZ + 0,5 mg/l trans Zeatyna (tZ) (KIM) oraz 

1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l Dikamba i 4 mg/l tZ (KP)
mKBP2 suplementowano dodatkowo:
mKBP3 i mKBP4: 5 µmol/l i 10 µmol/l kwas 2-indol-3-yl-4-oxo-4-fenylomaslowy (PEO-IAA; antyauksyna)
mKBP5 i mKBP6: 50 µmol/l i 100 µmol/l melatonina (MEL) 
mKPB7 i mKBP8:  1 µmol/l i ·2 µmol/l fitosulfokina α (PSK-α) 
mKBP9 i mKBP10: 1 µmol/l i 2 µmol/l fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF, inhibitor proteaz) 
mKBP11 i mKBP12:  0,5 µmol/l i 1 µmol/l E64 (inhibitor proteaz)
mKBP13 i mKBP14: 10 µmol/l i 60 µmol/l kwas γ-aminomasłowy (GABA)  
mKBP15:  0,05% dimetylosulfotlenek (DMSO)

Materiał roślinny: 4 linie pszenicy ozimej: 
2 linie mieszańcowe F1 (K393, K20290) i 2 linie modelowe (PO19, PO20)



Wykazano, iż zawartość cytydyny metylowanej 
zmienia się w trakcie procedury indukcji EM. Poziom 
metylacji DNA w pylnikach bezpośrednio po ścięciu 
kłosów był podobny u obu badanych linii i wynosił 
26-27% (Ryc. 2). Po traktowaniu niską temperaturą, 
parametr ten nieznacznie wzrastał, ale tylko u 
podatnej linii DH1/2. Dalszy wzrost ogólnego 
poziomu metylacji obserwowano u obu linii po  
inkubacji pylników w MS. Po 10 dniach kultury in 
vitro obserwowano znaczne obniżenie poziomu 
metylacji DNA, przy czym poziom metylacji cytozyny 
był trzykrotnie niższy w DNA izolowanym z pylników 
linii podatnej (DH1/2) w porównaniu do opornej 
(K20290).

Temat badawczy 1. Efektywność indukcji EM i regeneracji roślin 
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Efektywność indukcji EM wyniosła średnio 17,7 ELS i 22 ELS na 
100 pylników dla linii DH1/2 i K20290 (Ryc.1). Linia DH1/2 
regenerowała średnio 2,3 ZR/100P. Linia oporna nie regenerowała 
roślin zielonych, uzyskano jedynie pojedyncze rośliny albinotyczne 
(0,5 AR/100P). 
Dla linii DH1/2, najwyższą efektywność EM (40 ELS/100P) i 
regeneracji (8 ZR/100P) uzyskano po inkubacji bez dodatku 
inhibitorów metylacji DNA i deacetylacji histonów.  Dla linii 
K202920, najwyższą efektywność EM (44 ELS/100P) uzyskano po 
stymulacji inhibitorem metylacji (5,0 µmol/l AZC ). 

Ryc.1. Efektywność indukcji EM [ELS/100P] i regeneracji 
roślin [ZR/100P, AR/100P] 

Ryc.2. Udział cytydyny metylowanej w całkowitej [%]

Temat badawczy 1. Analiza ogólnego poziomu metylacji DNA.



Temat badawczy 1. Analiza ogólnego poziomu acetylacji histonów Ryc.3. Poziom acetylacji histonu H3 [%] 

Ryc. 4. Wzory metylacji w promotorze genu 
TaMET1

Analiza Western Blot potwierdziła obecność białek histonowych o masie 
14-20,1 kDa. Procent acetylacji histonu H3 w pylnikach po traktowaniu 
niską temperaturą wzrastał prawie 2-krotnie w stosunku do pylników 
izolowanych bezpośrednio po ścięciu kłosów, a następnie malał po 
inkubacji w pożywce MS (Ryc.3). Jeśli inkubacja była prowadzona w 
pożywce suplementowanej TSA obserwowano dalszy spadek acetylacji
H3 podczas prowadzenia kultury pylnikowej, przy braku TSA 
obserwowano wyraźny wzrost acetylacji H3 po 10 dniach kultury.

Zaprojektowano po 6 par starterów PCR komplementarnych do
sekwencji promotorowych 5 genów regulujących poziom metylacji
(TaHAG3; TaHAM; TaHAC1; TaHAC4; TaMET1). Dobrano optymalne
warunki PCR i startery specyficzne dla każdego z genów oraz
zsekwencjonowano miejsca promotorowe. W wyizolowanym DNA
wykonano selektywną deaminację cytozyny do uracylu, który podczas
amplifikacji PCR jest konwertowany do tyminy. Analiza porównawcza
sekwencji wzorcowych i konwertowanych pozwoliła na określenie
szczegółowego poziomu metylacji DNA w miejscach promotorowych
genów powiązanych z efektywnością EM. W miejscu promotorowym
genu TaHAG3 stwierdzono brak metylacji wysp CpG, co wiązało się z
całkowitą konwersją cytozyn (C) w tyminy (T) niezależnie od genotypu
i etapu doświadczenia. Promotor genu TaHAC4 charakteryzował się
częściową metylacją, jednakże miała ona ten sam wzór w obu
badanych genotypach oraz na wszystkich analizowanych etapach
doświadczenia. Z kolei, w promotorze genu TaMET1 zidentyfikowano
różnice we wzorach metylacji pomiędzy genotypami. Linia
mieszańcowa K20290 charakteryzowała się o 50% wyższą metylacją
DNA w porównaniu do promotora linii DH1/2 (Ryc. 4).

Temat badawczy 1. Analiza szczegółowego poziomu metylacji DNA

C - miejsce metylacji (brak konwersji)

C/T – brak metylacji (konwersja cytozyny w tyminę)



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

Analizę ekspresji Ta-MET1 wykonano na
kolejnych etapach procedury indukcji EM.
Zaprojektowano po 3 pary starterów do RT-
PCR komplementarne do sekwencji genu
TaMET1 i specyficznych dla subgenomu A, B
oraz D. Przeprowadzono walidację PCR w
gradiencie temperaturowym dla badanych
amplikonów oraz genów referencyjnych
(ARF, GPDH). Analiza RT-PCR pozwoliła na
określenie względnej wartości ekspresji
(ΔΔCq) genu TaMET1, który okazał się
aktywny we wszystkich trzech subgenomach
pszenicy. Na początkowych etapach
doświadczenia (1-4), niezależnie od
genotypu, najwyższą aktywność TaMET1
obserwowano w subgenomie D (Ryc. 5). Po
10 dniach kultury wzrastała względna
wartość ekspresji TaMET1 w subgenomach A
i B, osiągając najwyższą wartość po 10 dniach
kultury po inkubacji w AZC).

Ryc. 5. Względna wartość ekspresji (ΔΔCq) genu TaMET1

Obserwowano różnice we względnej wartości ekspresji TaMET1 pomiędzy badanymi genotypami. Embriogenna linia
DH1/2 charakteryzowała się niższą wartością tego parametru na wszystkich etapach doświadczenia, oprócz etapu 5
(po 10 dniach kultury bez inkubacji w AZC). Średnia wartość ekspresji TaMET1 w trakcie całego doświadczenia była
wyższa u linii opornej K20290.



1. Zawiesiny mikrospor uzyskane wg. wstępnie stosowanej 
procedury charakteryzowała niska wydajność izolacji 
(Ryc.6A) i żywotność mikrospor (Ryc.6B) oraz niska 
efektywność EM (0-40 ELS/ 100 000 (105) mikrospor). 
Rośliny zielone uzyskano tylko u linii PO19 na pożywce 
mKBP15 z 0,05% DMSO (1,1 ZR/ 105 mikrospor; Ryc. 7).

Temat badawczy 2. Kultury izolowanych mikrospor (KIM)Wyniki

2. Obniżenie temp. z 20°C do 4°C w trakcie traktowania  
mannitolem podniosło wydajność izolacji (Fig.6A) ale nie 
poprawiło żywotności mikrospor (Fig.6B) ani efektywności EM. 
3. Wyraźny wzrost efektywności EM uzyskano poprzez
traktowanie mannitolem uprzednio wyizolowanych pylników 
(Ryc.8). Poprawę indukcji uzyskano na pożywce kontrolnej 
mKBP2. Dla opornej linii K393 uzyskano również wzrost  
efektywności regeneracji roślin zielonych 

Ryc.6a. Wydajność izolacji Ryc.6b. Żywotność mikrospor [%] 

Ryc.7. Efektywność EM w KIM zakładanych wg. wstępnej procedury 
indukcji EM (NT+SeS+MAN 20°C) 

Ryc.8. Efektywność EM w KIM zakładanych wg. zmodyfikowanej  
procedury (NT+SeS →izolacja pylników → MAN 20°C) 



Obniżenie temperatury (z 20°C do 4°C) w trakcie traktowania kłosów mannitolem stymulowało rozwój ELS i regenerację 
roślin zielonych. Uzyskano od 5 do 24 ELS/kłos oraz od 2 do 13 ZR/kłos. W przypadku linii opornych K3939 i K20290, 
najlepsze rezultaty osiągnięto przy zastosowaniu 60 µmol/l GABA (mKBP14). Dla linii bardziej podatnych najlepsze wyniki 
uzyskano pod wpływem 100 µmol/l MEL (mKBP6) dla PO19 i 0,5 µmol/l E64 (mKBP11) dla PO20 (Ryc. 10). 

Temat badawczy 2. Kultury pylnikowe

W kulturach pylnikowych zakładanych wg. wstępnie stosowanej procedury uzyskano średnio od 0 do 13 ELS/kłos (Ryc. 
9A).  W kulturach linii K393 i K20290 najwyższą efektywność indukcji EM uzyskano na pożywkach mKBP13 i mKBP14 
zawierających 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l Dikamba, 4 mg/l tZ oraz odpowiednio 10 i 60 µmol/l GABA. Dla obu bardziej 
podatnych linii PO19 i PO20 zaobserwowano korzystny wpływ antyauksyny (5 µmol/l PEO-IAA; mKBP3) oraz inhibitorów 
proteaz – 1 µmol/l PMSF dla PO19 (mKBP9) i 0,5 – 1 µmol/l E64 (mKBP11, mKBP12) dla PO20. Efektywność regeneracji 
roślin zielonych wyniosła od 0 do 7,1 ZR/kłos (Ryc. 9B), nie wykazano wpływu rodzaju pożywki indukcyjnej. 

Ryc.10. Efektywność EM  w KP wg. zmodyfikowanej  procedury 
(NT+SeS →izolacja pylników → MAN 20°C) 

Ryc.9. Efektywność indukcji EM (A) i regeneracji roślin zielonych (B) w KP 
zakładanych wg. zmodyfikowanej  procedury (NT+SeS →izolacja pylników 
→ MAN 20°C) 

A.

B.



1. Uzyskano poprawę efektywności EM: (1) w kulturach izolowanych mikrospor poprzez wprowadzenie
traktowania mannitolem izolowanych pylników (4 dni w 20°C); (2) w kulturach pylnikowych poprzez
zastosowanie niskiej temperatury (4°C) w trakcie traktowania kłosów mannitolem i modyfikację składu
hormonalnego pożywki (1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l Dikamba + 4 mg/l tZ). Wykazano możliwość dalszej
optymalizacji procedury indukcji EM u pszenicy ozimej. W zależności od zastosowanej metody kultury in
vitro, procedury wstępnego traktowania kłosów i cech genotypowych roślin macierzystych korzystny wpływ
na przebieg EM wykazały: GABA, MEL, PSK-α i DMSO.

Podsumowanie 

2. Potwierdzono pozytywny wpływ inhibitora metylacji (5,0 µmol/l AZC) na efektywność indukcji EM u
opornej linii mieszańcowej K20290. Niestety, nie uzyskano regeneracji roślin zielonych.

3. Wykazano, iż poziom metylacji DNA ulegał istotnym zmianom w trakcie indukcji procesu EM. Po
początkowym wzroście, poziom metylacji cytozyny spadł po 10 dniach kultury in vitro izolowanych
pylników i był 3-krotnie niższy w DNA izolowanym z pylników linii podatnej DH1/2 w porównaniu do linii
opornej K20290.

4. Określono wzory metylacji miejsc promotorowych genów TaHAG3, TaHAC4 i TaMET1 wpływających na
efektywność EM i stwierdzono, że były one identyczne na poszczególnych etapach eksperymentu oraz
charakterystyczne dla analizowanego genotypu. Większą liczbę metylacji promotora genu TaMET1
obserwowano u linii embriogennej, co może się wiązać się z obserwowaną średnio niższą ekspresją genu
TaMET1, a w efekcie efektywniejszą indukcją EM.

5. Stwierdzono, iż najwyższa efektywność embriogenezy wiąże się z wysoką acetylacją histonu H3 po 10
dniach kultury bez uprzedniej inkubacji w TSA.



Miernik zadania – stopień realizacji
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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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Fig. 2. AUX conjugates content in anthers of three wheat lines/cultivar  
(PO19, K393, Pavon) after different tillers pre-treatment 

Redirecting the development of microspores into the pathway of embryogenesis is 

the quickest method to obtain haploids and completely homozygous doubled haploid 

plants, highly advantageous in many research areas and plant breeding. The effectiveness 

of microspore embryogenesis (ME), however, relies on complex genetic-physiological-

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 μm/l sodium selenite; SeS) and mannitol (4 day in 

0.7 M MAN at 20°C) spike treatments can improve the effectiveness of microspore 

reprogramming (Fig. 1a-b). The majority of embryo-like structures (ELS) produced, 

however, exhibited developmental defects leading to their degeneration (Fig. 1c).  
 

Since embryo development is hormonally regulated, the aim of this study was to 

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 

(Juzoń-Sikora et al., 2023).  
 

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 

auxin pool ranged from 72% to 81% (Fig. 3). At the same time, MAN treatment reduced or 

not changed the content of the most active CKs (trans-zeatin; cis-zeatin and N6-

isopentenyladenine (iP)), while the level and share of cis-zeatin-O-glucoside (cZOG) 

increased (Fig. 4; 5). The effect of MAN in the combined treatment caused significant 

increase in the ratio between the active auxin content (IAA) and the total content of active, 

free forms of cytokinins (CKA), i.e.: tZ+cZ+iP, 40-fold in PO19, almost 60-fold in Pavon and 

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 

possibly represent a factor inducing developmental abnormalities observed in microspore-

derived ELS.  
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Fig. 5. CK conjugates content in anthers of three wheat lines/cultivar (PO19, K393, Pavon) after different tillers pre-treatment 

Fig. 1. Star-like structures (a), properly developed (b) and aborted multicellular structures (c). Bar 100 µm 

Fig. 3. Contribution of the different AUX conjugates in anthers of three wheat 
lines/cultivar (PO19, K393, Pavon) after different tillers pre-treatment 
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control – anthers collected from freshly cut tillers; LT – anthers collected from low-temperature pre-
treated tillers (21–28 days at 4⁰C);  LT+SSe – anthers collected from low-temperature pre-treated tillers 
(21–28 days at 4⁰C) with the last three days in 50 μmol/dm3 sodium selenate solution; LT+SSe+MAN – 
anthers collected from low-temperature pre-treated tillers (21–28 days at 4⁰C) with the last three days  
in 50 μmol/dm3 sodium selenate solution and the next 4 days in 0.7 mol/dm3 mannitol solution at 20⁰C 

b c a 

Table 1. The ratio of IAA/CKA 
in anthers of studied wheat 
lines/cultivar (PO19, K393, 
Pavon) and the changes 
depending of tillers pre-
treatment 

Fig. 4. Contribution of the different CK conjugates in anthers of three wheat 
lines/cultivar (PO19, K393, Pavon) after different tillers pre-treatment 
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