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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. Efektywnos¢ indukcji EM i regeneracji roslin

Efektywnos¢ indukcji EM wyniosta sSrednio 17,7 ELS i 22 ELS na
100 wytozonych pylnikéw, odpowiednio dla linii DH1/2 i K20290
(Ryc.1). Linia DH1/2 regenerowata $rednio 2,3 ZR/100P. Linia
oporna nie regenerowata roslin zielonych, uzyskano jedynie
pojedyncze rosliny albinotyczne (0,5 AR/100P).

Dla linii DH1/2, najwyzszg efektywnosc¢ indukcji EM (40 ELS/100P)
i regeneracji roslin zielonych (8 ZR/100P) uzyskano po inkubacji w
pozywce bez dodatku inhibitoréw metylacji DNA i deacetylacji
histondw. Dla linii K202920, najwyzszg efektywnosc¢ indukcji EM
(44 ELS/100P) uzyskano po dodatkowej stymulacji inhibitorem
metylacji (5,0 umol/I AZC). Niestety, stymulujgcy wptyw AZC
ograniczony byt do indukcji EM, zregenerowaty jedynie
pojedyncze rosliny albinotyczne.

Temat badawczy 1. Analiza ogdlnego poziomu metylacji DNA.

Wykazano, iz zawartosc cytydyny metylowanej zmienia sie w
trakcie procedury indukcji EM. Poziom metylacji DNA w pylnikach
bezposrednio po Scieciu ktosdw byt podobny u obu linii i wynosit
26-27% (Ryc. 2). Po traktowaniu niskg temperaturg, parametr ten
nieznacznie wzrastat, ale tylko u podatnej linii DH1/2. Dalszy
wzrost ogélnego poziomu metylacji obserwowano u obu linii po
inkubacji pylnikdw w MS. Po 10 dniach kultury in vitro
obserwowano znaczne obnizenie poziomu metylacji DNA, przy
czym poziom metylacji cytozyny byt trzykrotnie nizszy w DNA
izolowanym z pylnikéw linii podatnej w poréwnaniu do oporne;.

Ryc.1. Efektywnos¢ indukcji EM [ELS/100P] i
regeneracji roslin [ZR/100P, AR/100P]

17,73
DH1/2 2,27
0,27
ELS/100P
22 ZR/100P

K20290 0

0,47 AR/100P
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Ryc.2. Udziat cytydyny metylowanej w catkowitej
[%]
1) Bezposrednio po $cieciu.. IS 26,38
2) Traktowanie NT I 28,71

I 3) Inkubacjiw MS NN 29,89
g 4) Inkubacja w MS z.. I 30,25
5) 10 dni kultury bez.. I 10,36
6) 10 dni kultury po.. I 9,49
1) Bezposrednio po $cieciu. .. 27,08
§ 2) Traktowanie NT 27,12
§ 3) Inkubacji w MS 29,18
4) Inkubacjaw MS z... 29,83
5) 10 dni kultury bez... 25,90
6) 10 dni kultury po... 26,66

0,00 5,00 10,0015,0020,0025,0030,0035,00



Temat badawczy 1. Analiza ogdlnego poziomu acetylacji histonéw

Analiza Western Blot potwierdzita obecnos¢ biatek histonowych o masie 14-
20,1 kDa. Wykazano znaczne zréznicowanie w stezeniu biatek, ktére wahato
sie od 0,7 mg/ml do 21,5 mg/ml. W chwili obecnej trwajg analizy aktywnosci
acetyltransferazy histonowej (HATs) w przygotowanym ekstrakcie biatkowym.

Temat badawczy 1. Analiza szczegotowego poziomu metylacji DNA

Zaprojektowano po 6 par starterow PCR komplementarnych do sekwenciji
promotorowych 5 gendw regulujgcych poziom metylacji (TaHAG3;
TaHAM; TaHAC1; TaHAC4; TaMET1). Dobrano optymalne warunki PCR i
startery specyficzne dla kazdego z gendw oraz zsekwencjonowano
miejsca promotorowe. W celu okreslenia miejsc metylacji cytozyny, w
wyizolowanym DNA wykonano selektywng deaminacje cytozyny do
uracylu, ktéry podczas amplifikacji PCR jest konwertowany do tyminy. W
chwili obecnej trwaja prace majgce na celu amplifikacje
konwertowanego DNA, zsekwencjonowanie otrzymanych produktow i
analize pordwnawczg sekwencji DNA niekonwertowanego z
konwertowanym.

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

Analize poziomu Ta-MET1 wykonano na 6 kolejnych etapach procedury
indukcji EM. Wyizolowano RNA i wykonano konwersje do cDNA.
Zaprojektowano 3 pary starterow do RT-PCR komplementarnych do
sekwencji genu TaMET1 i specyficznych dla subgenomu A, B oraz D.
Przeprowadzono walidacje PCR w gradiencie temperaturowym dla
badanych amplikondw oraz genow referencyjnych. Trwajg prace
majace na celu wykonanie RT-PCR i pordéwnanie specyficznych
produktow amplifikacji.

Ryc.3. Biatka histonowe o masie

czasteczkowej 14-20,1 kDa

~25kDa
“ww20kDa

=@l

~ 10kDa

Ryc. 4. Markery otrzymane po amplifikacji
miejsca promotorowego genu 1_2ATaHAG3
przygotowane do sekwencjonowania.

1-6 — linia K20290; 8-12 — linia DH1/2

Ryc. 5. Przyktadowy odczyt sekwencji DNA
niekonwertowanego (metoda Sangera).
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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 =
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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]
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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
ktoséw mannitolem i modyfikacje sktadu hormonalnego pozywki (1 mg/l 2,4-D + 1 mg/I
Dikamba + 4 mg/l tZ). Wykazano mozliwo$¢ 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/lI 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 poczgtkowym wzroscie, poziom metylacji cytozyny spadf po 10 dniach kultury in
vitro izolowanych pylnikéow i byt 3-krotnie nizszy w DNA izolowanym z pylnikow linii
podatnej DH1/2 w poréwnaniu do linii opornej K20290.

Trwajg analizy ogdlnego poziomu acetylacji histondéw, szczegdétowego poziomu metylacji
DNA i poziomu ekspresji metylotransferazy DNA. Ich podsumowanie pozwoli na
wyciggniecie bardziej szczegétowych wnioskéw. Zakonczenie analiz przewidziane jest na
koniec roku 2024.



Miernik zadania — stopien realizacji

-
wartosc ) .. stopien
. wartosc ...
- miernika L realizacji
Ip. miernik ) miernika .
podana w . ] zadania
. . . zrealizowana
opisie zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
Analiza wphywu  inhibstordw  metvlac)y na 8 3
efektvwnodéc EM
Analiza ogdlnego poziomu metylaci 24 0.8x24
DNA/acetylacy histondw 0.83
Analiza szezegélowego poziomu metylacyi DNA 12 0,8x12
Analiza poziomu ekspresji Ta-MET1 (DNA 12 0,8x12
METHYLTRANSFERASE)
temat badawczy 2
8 modyfikacy porzywki indukcyine) x 2 stezenia )
nodylia 1 MK 64 64 1,00
aplikowanych substancyi x 4 linie pszenicy ozime)
SREDNIA 0,92
%0
REALIZACI 92%
ZADANIA
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poster)
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