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Podsumowanie wynikow uzyskanych w roku 2022

Potwierdzono niskg podatnos¢ na indukcje embriogenezy mikrospor (EM) polskich
materiatdw hodowlanych pszenicy ozimej. Wykazano, iz gtdwng przyczyng tego
zjawiska s3: niska zywotnos¢ mikrospor i zaburzenia na wczesnych etapach rozwoju
struktur zarodkopodobnych (ang. embryo-like structures; ELS)

Wykazano, iz modyfikacje procedury podnoszgce zywotnos¢ zawiesin komadrkowych
wptywajg niekorzystnie na efektywnosc¢ indukcji EM i regeneracji roslin zielonych.
Opracowano potencjalnie najbardziej efektywng kombinacje czynnikow stresowych
(stresu niskotemperaturowego oraz stresu osmotycznego poprzedzonego
traktowaniem selenianem sodu) pozwalajaca na zachowanie wysokiej zywotnosci przy
rownoczesnej efektywnej zmianie kierunku rozwoju mikrospor badanych linii pszenicy
ozimej

Wyniki badan potwierdzity hipoteze, iz linie pszenicy ozimej bardziej oporne na
indukcje EM linii charakteryzuje nizsza tolerancja na stres indukujgcy zmiane kierunku
rozwoju mikrospor co zwigzane jest z nizszg wydajnoscig systemu antyoksydacyjnego i
zaburzeniami gospodarki mineralnej.



Tematy badawcze realizowane w roku 2023

T1l: Zmiana réwnowagi jonowej, hormonalnej i oksydo-redukcyjnej jako czynnik
modyfikujgcy efektywnos¢ indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej (zadanie 3).

Celem badan byto okreslenie réwnowagi hormonalnej (poziomu endogenych i egzogennie
aplikowanych auksyn (Aux) i cytokinin (Ck) warunkujacej prawidtowg indukcje EM pszenicy zwyczajnej i
stymulujgcych prawidtowy rozwdj ELS. Zastosowano: pikloram, dikambe, 2,4-D (Aux) oraz trans
zeatyne (tZ), kinetyne (KIN) i tidiazuron (TDZ) (Ck), ktére aplikowano podczas wstepnego traktowania
ktosow oraz do pozywki indukcyjnej, w fazie kultury in vitro. Wykorzystano metody kultur izolowanych
mikrospor oraz kultur pylnikowych i procedury zmodyfikowane na podstawie dotychczasowych
wynikow.

Cel T1 zostat osiagniety

T2: Zmiana poziomu metylacji/acetylacji genomu jako czynnika modyfikujgcego
efektywnosc indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej

Celem badan byta ocena wptywu czynnikdw warunkujgcych zmiany w poziomie metylacji DNA i
potranslacyjnych modyfikacji biatek histonowych (metylacja/acetylacja) na efektywnos¢ indukcji EM
pszenicy zwyczajnej.

Cel T2 zostat osiagniety




Materiaty i Metody
Temat badawczy 1. Zmiana réwnowagi jonowej, hormonalnej i oksydo-redukcyinej jako czynnik (&
modyfikujacy efektywnos$¢ indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej -

Materiat roslinny: 2 linie pszenicy ozimej mieszaricowa F, (K393) i linia modelowa (PO19)

Eksperyment 1. Modyfikacja wstepnego traktowania ktosow s e
Kontrola: 21d w 4°C (3 dni z dodatkiem 50 pmol/l selenian sodu (SeS) + 4 dni w 0,7 mol/l mannitol (MAN) w 20°C
(NT+SeS+MAN)

Modyfikacje: MAN uzupetniano o 1) trans-zeatyna (tZ), 2) kinetyna (KIN), 3) tidiazuron (TDZ), 4) pikloram (PIC),

5) 2,4-D w stezeniach 0,5 2,5 mg/I

Eksperyment 2. Modyfikacje sktadu pozywki indukcyjnej

Kontrola: pozywka KBP + 0,9 mg/| BAP

Modyfikacje: po 12 wariantow pozywki indukcyjnej dla kultur izolowanych mikrospor i kultur pylnikowych
Eksperyment 3. Analiza zawarto$ci auksyn i cytokinin met. ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (UHPLC+MS) w pylnikach, na kolejnych etapach procedury indukcji EM. Pylniki pobierano z ktoséw
:1) Swiezo cietych (Kontrola); 2) po 21d w 4°C (NT); 3) po 21d w 4°Ci 3d SeS (NT+SeS); 4) po 21d w 4°C, 3d SeS i 4d
MAN w 20°C (NT+SeS+MAN)

Temat badawczy 2. Zmiana poziomu metylacji/acetylacji genomu jako czynnika modyfikujgcego efektywnos¢
indukcji procesu EM pszenicy zwyczajnej

Eksperyment 1. Traktowanie wstepne selenianem sodu i mannitolem (SS)

Kontrola: ktosy 10-20 dni w 4°C (C17)

Modyfikacje: 10-20 dni w 4°C (3 dni z dodatkiem 50 umol/I selenian sodu (SeS) + 4 dni w 0,7 mol/l mannitol (MAN) w
20°C (NT+SeS+MAN)

Eksperyment 2. Traktowanie wstepne inhibitorami metylacji (IM)

Kontrola: pylniki ¥4 MS dla AZC, DEC (MS), pylniki 2 MS+DMSO dla ZEB, TSA (DMSO),

Modyfikacje: pylniki %2 MS + jeden z 4 inhibitorow metylacji (IM): 5-azacytydyny (AZC), 2'-deoksy-5-azacytydyny (DAC),
zebularyny (ZEB), trichostatyny A (TSA). Inkubacja w ciemnosci przez 2 lub 7 dni w 4°C. Roztwory inkubacyjne zostaty
przygotowane w stezeniach: 0 umol-dm-3 (kontrola), 2,5 umol-dm-3 oraz 5,0 umol-dm-3.




Wyniki

Temat badawczy 1. Eksperyment 1. Kultury izolowanych mikrospor

1. Srednia ilo$é mikrospor: 7,5 do ok. 129x103 w mks/kfos (Ryc.1).
Pozytywna tendencja dla: tZ oraz 0,5 mg/I KIN i 2,5 mg/l TDZ
Negatywna tendencja dla: 2,4-D i PIC

2. Zywotnoé¢ mikrospor po NT/SeS/MAN: 33 - 90%

Max. zywotnos$¢ dla PO19: 2,5 mg/l tZi 0,5 mg/l TDZ (90 i 80%)

Max. zywotnos¢ dla K393: 2,5 mg/ PICi tZ (80% i 79%) i 0,5 mg/| 2,4-D
(79%).

3. U obu linii wysoka frekwencja embriogennych mikrospor (SLS) po
traktowaniu 2,5 mg/l TDZ, 2,5 mg/I PIC oraz 2,5 mg/I KIN (Ryc.2).

Dalszy rozwéj hamowany w fazie globularnej (aberacje strukturalne). Po
2,5 mg/I KIN i TDZ oraz 2,4-D rozwdj struktur o cechach tkanki kalusowe;j.
ELS > 1mm uzyskano dla PO19 po 2,5 mg/ITDZ (0,1 ELS/ktos)

dla K393 po 2,5 mg/I KIN (0,1 ELS/ktos) i 2,5 mg/ITDZ (0,5 ELS/ktos).
Nie uzyskano regeneracji roslin.

Temat badawczy 1. Eksperyment 1. Kultury pylnikowe

1. Efektywnosc¢ indukcji EM dla PO19 wyniosta od 0 do 8,7 ELS/ktos
(Ryc.4). Max. ilo$¢ ELS uzyskano dla 2,5 mg/I 2,4-D.

Zielone regeneranty uzyskano dla 2,5 mg/I KIN (0,7 ZR/ktos) oraz po
traktowaniu NT/SeS/MAN (0,5 ZR/ktos).

2. Efektywnos¢ indukcji EM dla K393 wyniosta od 0 do 2,4 ELS/ktos.
Max. ilos¢ ELS uzyskano dla 2,5 mg/I TDZ (0,1 AR/ ktos).
Nie uzyskano regeneracji roslin zielonych.
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Temat badawczy 1. Eksperyment 2. Kultury izolowanych mikrospor (KIM)

Indukcje procesu EM obserwowano jedynie u K393.

Wysoka frekwencje dzielgcych sie mikrospor i prawidtowe ELS (0,2-0,4 ELS/ktos)
uzyskano na pozywkach KBP z dodatkiem:

1 mg/1 TDZ (0,2 ZR/ktos), 1 mg/I PIC (0,2 ZR/ktos) i 1 mg/I DIC (0,2 AR/ktos)

Na pozywce zawierajgcej 1 mg/l TDZ + 0,5 mg/l tZ uzyskano prawidtowe ELS (1,5
ELS/ktos) jednak struktury te nie zregenerowaty roslin.

Na pozywkach zawierajgcych 1 mg/I KIN + 0,5 mg/| PIC oraz 1 mg/| PIC obserwowano
podziaty komérkowe jednak wiekszos¢ struktur wykazywata aberracje strukturalne.

Temat badawczy 1. Eksperyment 2. Kultury pylnikowe (KP)

W kulturach pylnikowych rozwaj ELS uzyskano dla PO19, na pozywkach zawierajgcych:

1mg/12,4-D + 1 mgDIC+4 mg/ltZ: 3,3 ELS/ktos, 0,7 ZR/ktos, 1,4 AR/ktos
2 mg/I PIC + 2 mg/I DIC : 2,7 ELS/ktos, 0,7 AR/ktos
2 mg/l12,4-D + 2 mg/I PIC : 5,3 ELS/ktos, O ZR/ktos
1 mg/l 2,4-D + 1 mg/I DIC : 0,7 ELS/ktos, O ZR/ktos

2. KP

2. KIM

ELS prawidtowe




Temat badawczy 1. Eksperyment 3. Analiza zawartosci auksyn (Aux)

W pylnikach badanych linii wykryto: wolny kwas indolilo-3 octowy (IAA),
koniugaty aminokwasowe (indolilo-3-acetyloasparaginian (IAAsp) i indolilo-
3-acetyloglutaminian (IAGlu)) oraz kwas 2-okso-indolilo-3-octowy (oxIAA).

1. W pylnikach pobieranych ze swiezo scietych ktosow catkowita pula Aux
wynosita 0,9 i 1,9 nmol/g s.m. dla PO19 i K393. Udziat formy biologicznie
aktywnej (IAA) wynosit 47% (PO19) - 52% (K393)

2. Traktowanie NT nie miato wptywu na zawartos¢ poszczegdlnych form ani
tez sumaryczng zawartosci Aux. Udziat IAA w ogdlnej puli Aux zmalat do 4%
w pylnikach PO19 i 19% w pylnikach K393. Wzrést udziat oxIAA (z 18% do
59%) w pylnikach PO19 oraz IAAsp (z 36% do 61%) i oxIAA (z 12% do 20%)
w pylnikach K393.

3. Traktowanie NT+SeS nie wywarfo istotnego wptywu na zawartos¢
poszczegdlnych form Aux u obu linii pszenicy ozimej. W pylnikach K393
nastgpit dalszy spadek udziatu IAA (z 19% do 3%) i IAAsp (z 61% do 31%) na
rzecz oxIAA (wzrost z 20% do 66%).

4. Traktowanie NT+SeS+MAN wywotato drastyczng zmiane zawartosci Aux
podnoszgc ich sumaryczny poziom ponad 1000-krotnie w pylnikach PO19 i
ponad 600-krotnie w pylnikach K393. Nastgpit istotny wzrost zawartosci
wszystkich form Aux przy zachowanym niskim udziale IAA i wysokim
udziale oxIAA.
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Temat badawczy 1. Eksperyment 3. Analiza zawartosci cytokinin (Ck) [ Tabela 1. CK'w pylnikach pszenicy ozime; Skrét
trans Zeatyna tZ
W pylnikach pszenicy ozimej wykryto trzy wolne, ;"-‘éz(zzt\_/"a enylojaden FPZ
. . . N = -lzopentenylo)adenina |
blologlczr,ne ' ak'tywne, Ck (tZ, cz, iP), szereg pochodnych rybozyd trans Zeatyny —
(rybozydow i glikozyddw) oraz KIN (Tabela 1). rybozyd cis Zeatyny cZR
. y e e , , . rybozyd N6-(A2-izopentenylo)adeniny iPR
1. W pylnikach $wiezo sScietych ktoséw suma zawartosci rybozyd dihydrozeatyny DHZR
aktywnych Ck wynosita 92 pmol/ g s.m. i 398 pmol/ g s.m. O-glukozyd cis-Zeatyny cZOG
w pylnikach PO19 i K393, stanowigc 6% i 12 % ogodlnej puli 0O-glukozyd rybozydu cis Zeatyny cZROG
Ck 9-glukozyd trans Zeatyny tZ29G
) 9-glukozyd cis Zeatyny cZ9G
2. Traktowanie NT spowodowato: spadek tZ w pylnikach Azt;iZOF;e”tSG”V'O)afde?in°'9'g';k°ZVd “;:SGMP
. rybozydo-5-monofosforan cis Zeatyny CZR5’
POl?’ spadek tZ9G w pylnikach K393’_Wzr05t CZO.G w A2-izopentenylo)adenino-5-monofosforan iPR5’MP
pylnikach PO19, wzrost cZROG w pylnikach K393 i kinetyna KIN
pojawienie sie KIN w pylnikach PO19. Suma zawartos¢
aktywnych Ck wynosita 261 pmol/ g s.m.i329 pmol/ g ‘ . tZ po1 3| b ke . CL
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tZ i tZ9G oraz wzrost zawartosci cZOG w pylnikach obu linii 7w PO e 7 ERiE — r(,)\; =
pszenicy ozimej, oraz wzrost zawartosci iP i cZROG w & b PO19 NT+SeS 15
pylnikach K393. Suma zawartosci aktywnych Ck wynosita ? b Dohe PO19 NT+SeS+MAN 841
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rownowagi hormonalnej (drastyczny wzrost IAA/tZ+cZ+iP
(IAA/Ck,)) w pylnikach obu badanych linii. Efekt ten byt
silniejszy w przypadku PO19.
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Temat badawczy 2. Linia Traktowanie  ELS/100P___ ZR/100P
N i K393 KontrOIa O'O 0'0 KruskakWalls, 7°(1) = 081,p = 037, n = 24
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Podsumowanie i Wnioski

1. Analiza uzyskanych wynikdw pozwolita na identyfikacje kolejnej z przyczyn opornosci badanych
linii pszenicy ozimej na indukcje procesu EM, jaka jest drastyczna zmiana rownowagi hormonalnej
w reakcji na traktowanie mannitolem. Obserwowany drastyczny wzrost zawartosci auksyn jest
najprawdopodobniej przyczyng bardzo niskiej efektywnosci regeneracji roslin zielonych.

2. Modyfikacje traktowania wstepnego ktoséw roztworem SS oraz inkubacja pylnikdw w IM
spowodowaty wzrost efektywnosci indukcji EM, jednakze efektywnos¢ regeneracji RZ opornych
mieszancow F1 nadal byta niska.

3. W oparciu o uzyskane dane zostanie opracowana strategia dalszych modyfikacji procedury
majacych na celu podniesienie efektywnosci EM polskich materiatéw hodowlanych pszenicy
ozimej.

Doniesienie konferencyjne:

Wyktad prezentowany na konferencji Eucarpia, VIl International Conference of Cereal
Biotechnology and Breeding, 6-7.11.2023 r. Wernigerode, Niemcy

Publikacje:

Manuskrypt pt. “New prospects for improving microspore embryogenesis induction in highly
recalcitrant winter wheat lines” zostat ztozony do redakcji czasopisma The Plants (Basel)
(IF=4.5, 70 punktéw MEIN)

Dziekujemy osobom zaangazowanym w realizacje tematow badawczych w roku 2023:
Dr Karel Dolezal i Lenka Plackova z

Laboratory of Growth Regulators, Institute of Experimental Botany Czech
E‘\g Academy of Sciences, and Faculty of Science, Palacky University:



