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Tematy badawcze realizowane w roku 2025

Temat bad.1: Identyfikacja biatek regulujgcych proces embriogenezy mikrospor
(EM) i regeneracje roslin w kulturach in vitro pszenicy zwyczajnej.

Celem tematu badawczego 1 byto okreslenie poziomu akumulacji biatek: DEHYDROGENAZY (DHRS1),
S-TRANSFERAZY GLUTATIONU (GST), PEROKSYDAZY GLUTATIONOWEJ (GPX), SELENIUM BINDING
PROTEIN (SELENBP56), OXYGEN-EVOLVING COMPLEX(OEC) i SYNTAZY KATALAZY (CalS12)
zidentyfikowanych na podstawie wczesniejszych badan wtasnych oraz danych literaturowych, jako
zaangazowane w regulacje procesu EM. Poréwnanie poziomu tych biatek na kolejnych etapach
indukcji procesu EM u linii hodowlanych pszenicy ozimej pozwolito na identyfikacje mechanizmow
istotnych dla prawidtowego przebiegu odrdznicowania i zmiany kierunku rozwoju mikrospor.

Temat bad.2: Identyfikacja genéw markerowych determinujgcych efektywnos¢é
indukcji EM pszenicy zwyczajne;.

Celem tematu badawczego 2 byta identyfikacja gendw markerowych EM, wybranych na podstawie
danych literaturowych oraz wynikow wtasnych, lokalizacja ortologdéw tych gendéw w genomie
pszenicy zwyczajnej, a nastepnie okreslenie poziomu ich ekspresji w pylnikach pszenicy ozimej
pobieranych na kolejnych etapach kultur pylnikowych. Pordwnanie poziomu ekspresji tych genéw
w pylnikach genotypdw podatnych oraz opornych, a nastepnie korelacja pozyskanych wynikdéw z
efektywnoscig indukcji EM i zdolnoscig do regeneracji roslin zielonych pozwoli na wskazanie genéw

markerowych istotnych dla prawidtowego przebiegu odréznicowania i zmiany kierunku rozwoju
mikrospor.



Materiaty i Metody

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

Materiat roslinny: 2 linie pszenicy ozimej:
linia mieszancowa F, K393, linia modelowa PO19

Kultury pylnikowe (KP)
1. Traktowanie wstepne (NT+SeS+0.7M MAN): S 2P =
Sciete ktosy umieszczano w wodzie w 4°C (NT) na 4-14 dni a nastepnie przenoszono do roztworu

50 uM selenianu sodu (SeS) na 3 dni w 4°C. Po dezynfekcji, z klosdow izolowano pylniki i umieszczano
w 0,7 M mannitolu (MAN) w 20°C na 4 dni.

2. Indukcja

Pylniki przenoszono do pozywki C17 zawierajgcej 90 g/l maltozy, 100 g/I Ficollu 400, 1 mg/I 2,4-D,

1 mg/l Dikamby (DIC) i 4 mg/| trans Zeatyny. Kultury umieszczano w ciemnosci, w 25°C.

3. Regeneracja

Struktury zarodkopodobne (ELS) o rozmiarach > 1 mm pasazowano na pozywki regeneracyjne:
KBP4P (2 tyg.), a nastepnie KANB (Kumlehn i wsp. 2006) i umieszczano w 26°C na Swietle o natezeniu
30 umol-m=2-s1przez pierwszy tydzien, a nastepnie 80—100 umol-m2-s, przy fotoperiodzie 16/8 h
(dzien/noc).

Pobieranie prob materiatu roslinnego (pylniki)

Pylniki do analiz pobierano na kolejnych etapach indukcji, z ktoséw: swiezo scietych (kontrola, K), po
traktowaniu NT, po traktowaniu NT+SeS, po traktowaniu NT+SeS+MAN.

Analiza biatek

Poziom biatek analizowano metodg Western blot po uprzedniej ekstrakcji w buforze potasowo-
fosforanowym (0.1 M KH,PO,/Na,HPO,) o pH=7,5 zawierajgcym 3mM EDTA.



Materiaty i Metody

Temat badawczy 2: Identyfikacja gendw markerowych determinujacych efektywnos¢ indukcji EM
pszenicy zwyczajnej.

Materiat roslinny: 4 linie pszenicy ozimej:

oporne - linie mieszaficowe F, K20290 i K393, podatne: linie DH1/2 i PO19

* Traktowanie wstepne inhibitorami metylacji/acetylacji (IM: MS+AZC; MS+TSA): ktosy 10-20 dni w 4 °C
- izolacja pylnikdw = inkubacja w pozywce % MS z dodatkiem 5-azacytydyny (AZC) lub trichostatyny
(TSA) w stezeniach 5,0 pumol-dm3 przez 2 dni oraz 2,5 pmol-dm3 przez 7 dni;

* Traktowanie wstepne (SeS+MAN): Zzdzbta 10-20 dni w 4 °C > traktowanie roztworem 50 umol-dm-
selenianu sodu (NT+SeS) przez 3 dni w 4°C - izolacja pylnikdw = inkubacja w 0,7 pumol-dm-
mannitolu (SeS+MAN) przez 4 dni w 20°C lub w 4°C.

Kultury pylnikowe

Indukcja: ptynna pozywka C17 + 90 g/I maltozy + 50g/I Ficoll 400 + 1 mg/I 2,4-D+ 1 mg/| Dikamby; 28 °C,

ciemnosé.

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

Pobieranie prob z materiatu roslinnego do badan ekspresji genow:

Pylniki pobierano w 4 punktach czasowych doswiadczenia prowadzonego w kulturach in vitro (po

traktowaniu TSA 5,0 umol-dm™ przez 2 dni): (1) ze swiezo Scietych ktosow; (2) po traktowaniu NT; (3)

traktowane NT+1/2 MS+IM; (4) po 10 dniach kultury 2 MS+IM.

Analizy:

» Efektywnos$¢ indukcji EM i tworzenia struktur embriogennych (SE/100P);

» Efektywnos¢ regeneracji roslin zielonych (ZR/100P);

* Frekwencja roslin zielonych (FZR) wsréd wszystkich zregenerowanych roslin [%];

* Analiza poziomu ekspresji wybranych genéw regulujgcych EM (TaHAG3, TaHAM, TaHAC1, TAHAC4,
TaMET1) w pylnikach po inkubacji z TSA. Analizy wykonywano metodg: RT-PCR; RT-gPCR.



W¥n|k| Temat badawczy 1. Identyfikacja biatek regulujacych proces EM i regeneracje roslin w

1B. GPX

kulturach in vitro pszenicy zwyczajnej
1. Rosliny macierzyste rosngce w warunkach polowych

Analizy Western blot

U obu linii poziom DHRS1, GPX oraz biatka zwigzanego z
przeciwciatem Anti-CalS12 byty stabilne w trakcie traktowan NT i
NT+SeS i wyraznie spadty po traktowaniu mannitolem (NT+SeS+MAN)
(Ryc.1A, B, F).

Poziom SELENBP1 u K393 pozostawat nie zmianiony po traktowaniu
NT, wzrdst po NT+SeS i drastycznie spadt po NT+SeS+MAN (Ryc. 1C). U
PO19 poziom tego biatka spadt po traktowaniach NT i NT+SeS+MAN.
Poziom GST1 u K393 wzrdst po traktowaniu NT, a nastepnie spadt po
NT+SeS i NT+SeS+MAN (Ryc.1D). U PO19 poziom GST1 byt stabilny po
traktowaniach NT i NT+SeS, poczym spadt po NT+SeS+MAN.

Poziom OEC u K393 spadt na ostatnim etapie indukcji EM, po
traktowaniu mannitolem (NT+SeS+MAN). U PO19 poziom OEC nie
ulegt zmianie w trakcie catego procesu indukcji EM (Ryc.1E).

Kultury in vitro

Najwyzszg efektywnosé indukcji EM (1-6,3 ELS/ktos dla K393 (sr. 3,8
ELS/ktos) oraz 1,7-2 ELS/ktos dla PO19 ($. 1,8 ELS/ktos)) uzyskano w
kulturach pylnikdw pobieranych z ktoséw kontrolnych . Dla K393, ELS
uzyskano réwniez w pojedynczych przypadkach po traktowaniu NT
(1,7 ELS/ktos) i NT+SeS (2,3 ELS/ktos).

Efektywnos$é regeneracji roslin zielonych (ZR) w kulturach pylnikéw
pobieranych z ktoséw sSwiezo Scietych wynosita 0,3-3,3 ZR/ktos (sr.
1,9 ZR/ktos) dla K393 oraz 0-0,5 ZR/ktos (sr. 0,2 ZR/ktos) dla PO19.
Efektywnos¢ regeneracji po traktowaniu NT wyniosta 0,7 ZR/ktos. Nie
uzyskano regeneracji po traktowaniu NT+SeS.
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Ryc.1. Poziom analizowanych biatek w pylnikach 2 linii pszenicy

ozimej (K393, PO19) w trakcie indukcji EM (warunki polowe)




2. Rosliny macierzyste rosngce w warunkach szklarniowych  2a oues: 28. GPX

Analizy Western blot

Poziom DHRS1 u K393 wzrdst po traktowaniu NT i NT+SeS, po
czym spadt po NT+SeS+MAN (Ryc.2A). U PO19, poziom DHRS1
pozostawat stabilny w trakcie traktowan NT i NT+SeS, po czym
spadt po traktowaniu NT+SeS+MAN. 40k0a —
Poziom GPX u K393 spadt po traktowaniu NT, wzrdst po 40103
traktowaniu NT+SeS po czym ponownie spadt po 1skoa |
NT+SeS+MAN (Ryc.2B). U PO19 poziom GPX nie ulegt zmianie 2C. SELENBP1 2D. GsT1
po traktowaniu NT, wzrdst po traktowaniu NT+SeS i bardzo
wyraznie spadt po NT+SeS+MAN.

Poziom SELENBP1 u K393 nie ulegt zmianie po traktowaniu NT,
wzrést po traktowaniu NT+SeS i bardzo wyraznie spadt po
traktowaniu NT+SeS+MAN (Ryc.2C). U PO19 poziom SELENBP1
byt stabilny do momentu traktowania NT+SeS+MAN, ktére
wywotato wyrazny spadek zawartosci tego biatka.

Wysoki poziom GST1 u K393 spadt wyraznie po traktowaniu
NT, wzrdst po NT+SeS i znaczgco spadt po NT+SeS+MAN (Ryc.
2D). U PO19 poziom GST1 pozostawat nie zmieniony do
traktowania mannitolem (NT+SeS+MAN), ktére znaczgco
obnizyto zawartosé tego biatka. o
U obu linii, zawartos¢ OEC nie ulegta istotnym zmianom w 25Kk0a_

35kDa

trakcie indukcji procesu EM (Ryc. 2E). 25 k0a
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przeciwciatem Anti-CalS12 nie ulegt zmianom do etapu Ryc.2. Poziom analizowanych biatek w pylnikach 2 linii pszenicy
traktowania mannitolem (NT+SeS+MAN), ktére znaczaco ozimej (K393, PO19) w trakcie indukcji EM (warunki szklarniowe)v _

obnizyto zawartos$é tego biatka (Ryc. 2F)

Kultury in vitro
Eksperyment w toku. Efektywnos¢ EM zostanie oszacowana po ok. 6-8
tyg. od momentu zatozenia kultur (pod koniec grudnia 2026)



Wyniki )
Temat badawczy 2. Identyfikacja genéw markerowych ‘ R
determinujacych efektywnos¢ indukcji EM pszenicy zwyczajnej % | | S . | _ | | , I
Kultury in vitro R
Modyfikacje epigenetyczne silnie wptywaty na przebieg ME, a 20290 e
inhibitory metylacji DNA (AZC) oraz deacetylacji histondw (TSA) i = |
wyraznie zwiekszaty liczbe SE, jednak ich dziatanie réznito sie w 5% T .
zaleznosci od genotypu rosliny macierzysteji parametrow i 1l inl 11
traktowania: RN
s AZC zwiekszata indukcje SE i regeneracje ZR, zwtaszcza po wia | e v e
krotkotrwatym traktowaniu niskg temperaturg (2-dni, 5,0 Ryc.3. Wplyw IM (AZC; TSA) i ich stezenia (0; 2,5 i 5,0 pmol-dm?) na
. -3 L 2 g efektywnosc¢ tworzenia struktur embriogennych (SE) w kulturach
U.IT]Oll dm (Ryc 3, 4) JEanC,ZGSHIe wy.razr.ne pOd_nOS”a FZR pylnikowych badanych linii pszenicy ozimej: DH1/2; PO19; K20290;
wsrod wszystkich regenerantdw, ograniczajgc udziat form K393. NT — traktowanie niska temperatura.
albinotycznych. Oznacza to, ze przy odpowiednio dobranych - o
warunkach AZC moze wspiera¢ zaréwno proces indukcji ME, . R —— i opome.
jak i jakos$¢ regeneracji, cho¢ efekty te pozostajg zalezne od I — FE
genotypu. i B § S N
* TSA zwiekszata liczbe SE, przy czym jej dziatanie zalezato HEEE
zarowno od dtugosci traktowania niskg temperaturg, jak i od
genotypu — po krétkim traktowaniu NT (2 dni) najsilniej 20290 303

stymulowata linie podatne, natomiast po wydtuzonym NT (7

dni) poprawiata reakcje linii opornych (Ryc. 3, 4). I

Jednoczesnie TSA nie wspierata regeneracji roslin zielonych : - T

(ZR) i w wiekszosci przypadkéw prowadzita do wysokiego B : T

udziatu form albinotycznych, co ogranicza jej uzytecznosé w

etapaCh regeneracyj nyCh mimo korzystnego WpnyU na samaq Ryc.4. Wptyw IM (AZC; TSA) i ich stezenia (0; 2,5 5,0 umol-dm-3) na
indukch ME. efektywno$¢ regeneracji zielonych roslin (ZR) w kulturach

pylnikowych badanych linii pszenicy ozimej: DH1/2; PO19; K20290;
K393. NT — traktowanie niska temperaturg



Efekt traktowania selenianem sodu (SeS) w potaczeniu
z mannitolem (MAN) byt silnie uwarunkowany
genotypowo. Traktowanie SeS + MAN w 4°C istotnie
zwiekszyto liczbe SE w kulturach pylnikowych linii
PO19, podczas gdy efektywnos¢ indukcji EM dla
pozostatych linii byta niska (Ryc.5). Traktowanie
SeS+MAN w 20°C zainicjowato proces EM wytgcznie w
kulturach pylnikowych linii DH1/2.

Regeneracja ZR zachodzita tylko w kulturach
pylnikowych linii podatnych, gtéwnie u DH1/2 (Ryc.6).
Traktowanie SeS + MAN obnizato FZR u linii PO19 i
K393, co wskazuje, ze mimo korzystnego dziatania w
zakresie indukcji EM u wybranych linii, traktowanie to
moze niekorzystnie wptywadé na regeneracje roslin,
zwtaszcza w materiale o stabszej odpowiedzi
embriogeniczne;j.

Tendencja do regeneracji roslin albinotycznych byta
warunkowana genotypowo. Dla linii DH1/2 otrzymano
100% ZR bez wzgledu na zastosowane traktowania,
podczas gdy linie PO19, K20290 i K-393 wykazywaty
tendencje do tworzenia form albinotycznych,
szczegodlnie po diuzszej ekspozycji na NT+TSA lub
SS+MAN.
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Ryc.5. Wptyw selenianu sodu (SeS) i mannitolu (MAN) na efektywnosc
tworzenia struktur embriogennych (SE) w kulturach pylnikowych
badanych linii pszenicy ozimej: DH1/2; PO19; K20290; K393.
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Ryc.6. Wptyw selenianu sodu (SeS) i mannitolu (MAN) na efektywnos¢
regeneracji zielonych roslin (ZR) w kulturach pylnikowych badanych
linii pszenicy ozimej: DH1/2; PO19; K20290; K393.



Podsumowanie i Wnioski

Temat bad. 1.

Wiekszos$¢ zastosowanych przeciwciat (za wyjatkiem Anti-CalS12) wykazata sie specyficznoscig w stosunku do
znakowanych biatek.

Wykazano istotny wptyw cech genotypowych oraz warunkdw wzrostu roslin macierzystych na poziom analizowanych
biatek i profil zachodzgcych zmian. Rosliny rosngce w warunkach polowych charakteryzowaty sie wyiszg tolerancjg
na stres o umiarkowanej intensywnosci, zwigzany z indukcjg procesu EM.

U obu badanych linii zaobserwowano niezwykle silny wptyw 0,7 mol-dm-3 mannitolu, ktérego efektem byt wyrazny
spadek ogdlnej zawartosci biatka i wszystkich analizowanych enzyméw, co sugeruje indukcje procesu autofagii.
Uzyskane wyniki sugerujg, iz DHRS1 i SELENEBP1 moga odgrywac role, w indukowanym pod wptywem selenu,
wzroscie tolerancji roslin na stres. Rdwnoczes$nie SELENEBP1 i GST1 mogg stuzy¢ jako potencjalne markery poziomu
tolerancji na stres zwigzany z indukcjg procesu EM.

Temat bad. 2.

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze efektywnos¢ EM silnie zalezy od genotypu i wymaga dostosowania procedury
indukcji EM do konkretnego materiatu roslinnego.

Do najbardziej obiecujgcych traktowan mogacych miec¢ praktyczne zastosowanie w technologii podwojonych
haploidow (DH), naleza:

o krotkotrwate traktowanie niskg temperaturg (2 dni) potaczone z aplikacja AZC (5,0 umol-dm=3) - zwieksza
efektywno$é indukcji SE i regeneracji ZR wiekszosci badanych linii podatnych i opornych

e wydtuzone traktowanie niskg temperaturg NT (7 dni) potgczone z aplikacjg TSA - diuzsza ekspozycja na NT
wptywa korzystnie na genotypy oporne

e traktowanie SeS + MAN w 4°C - dla wybranych genotypow (raczej podatnych na EM).

Przy odpowiednio dobranych warunkach AZC moze wspiera¢ zaréwno proces indukcji ME, jak i wptywac korzystnie
na FRZ, ograniczajac liczbe regenerowanych roslin albinotycznych.

Trwajg analizy poziomu ekspresji gendw zaangazowanych w EM. Ich podsumowanie pozwoli na wyciggniecie
bardziej szczegdtowych wnioskdw. Zakoriczenie analiz przewidziane jest na koniec roku 2025.



Miernik zadania — stopien realizacji

wartosc e stopien
N wartos¢ H
In. iernik miernika miernika realizacji
p mie; .
podana w P zadania
s . . zrealizowana
opisie zadania
1 2 3 4 3
temat badawczy 1
Eultury pylnikowe:
2 linie = 4 obiekty: (1) pylniki pobierane ze $wiezo 24 24
gcietych kloséw., (2-4) pylniki pobierane z kloséw po - -
traktowaniu: - niska temperatura, - niska temperatura
1 selemianem sodu, - niska temperatura, selenianem
sodu 1 mannitolem) * 3 powtérzenia biologiczne
Analizy proteomiczne: 1,00
2 linie = 4 obiekty: pylniki pobierane: - ze $wiezo
scietych klosow, - z kloséw po traktowaniu niska 96 96
temperatura, - z kloséw po traktowamm mska
temperatura 1 selemianem sodu, - z kloséw po
traktowaniu niska temperatura, selenianem sodu 1
mannitolem * 6 biatek * 2 powtdrzenia biologiczne
temat badawczy 2
Analiza wphwu inhibitoréw metvlagji na efeltywnosé
EM: 4 linte = 2 inhibitory metylacji (IM: AZC; TSA) 16 16
* 3 traktowania: (1) kontrola; (2) IM o stezeniu
2.5 pmol-dm™ przez 7 dni; (3) IM o stezeniu 5.0
pmol-dm przez 2 dni)
Analiza wphwu selenignu sodu i manmitolu na 8 8
efeknywhosé EM: 4 line x 2 traktowania: (1) kontrola; 0.83
(2) traktowanie niska temperatura, selenianem sodu 1 :
mannitolem (NT+SeS+MAN)
Analizy poziomu ekspresji genéw metodg RT-PCR:
4 linie = 11 genéw (9 + 2 geny referencyjne) 44 22
SREDNIA 0,52
%
REALIZACT 92%
I ZADANIA

Doniesienie konferencyjne: Szewczyk i wsp. Epigenetic regulation of microspore embryogenic potential
in contrasting winter wheat genotypes: a multi-level molecular analysis. CBB 8th Conference on Cereal
Biotechnology and Breeding11-13 November 2025, Budapest, Hungary. Book of Abstracts CBBS, str.70-71
Publikacja: Springer i wsp. 2025. Induction of microspore embryogenesis in bread wheat by mannitol pre-
treatment is associated with the disruption of endogenous hormone balance and substantial
accumulation of auxins. BMC Plant Biol 25, 370 (2025). https://doi.org/10.1186/s12870-025-06389-x.
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