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Cele projektu w 2024 r.

Temat badawczy 1 (Wyprowadzenie/utrzymanie kultur embriogennego kalusa warzyw
amarylkowatych):

- indukcja embriogennego kalusa czosnku zwyczajnego (Allium sativum L.) i cebuli szalotki (Allium
ascalonicum L.)

- utrzymanie embriogennego kalusa cebuli zwyczajnej (Allium cepa L.), czosnku zwyczajnego i cebuli
szalotki

- dopracowanie warunkow regeneracji kalusa cebuli zwyczajnej, czosnku zwyczajnego i cebuli szalotki w
rosliny

Temat badawczy 2 (Okreslenie parametrow inaktywacji genomow jagdrowych i
organellowych):

- okreslenie parametréw inaktywacji genomoéw jgdrowych pasternaku i szalotki
- okreslenie parametréw inaktywacji genomow organellowych pietruszki i cebuli

Temat badawczy 3 (Elektrofuzja protoplastow wybranych obiektéow
i regeneracja komoérek mieszannicowych):

- opracowanie warunkow elektrofuzji symetrycznej dla czosnku oraz regeneracji komorek
mieszancowych

- opracowanie warunkow elektrofuzji symetrycznej dla jarmuzu i kapusty galicyjskiej oraz regeneracji
komorek mieszaricowych

wszystkie cele zostaly zrealizowane




Materiaty i metody

Temat badawczy 1 (Wyprowadzenie/utrzymanie kultur embriogennego kalusa warzyw amarylkowatych)
Materiaty roslinne
—  wyprowadzenie nowych linii kalusa: czosnek zwyczajny (Allium sativum L.) — 1 odmiana; cebula szalotka (A. ascalonicum L.)
— 2 linie
— utrzymanie wyprowadzonych linii kalusa: czosnku (4 odmiany), cebuli zwyczajnej (A. cepa L.; 2 linie), szalotki (1 linia)
—  regeneracja kalusa: czosnku (2 odmiany), cebuli (2 linie), szalotki (1 linia)
Metody
— indukcja kalusa czosnku z pietek zgbkow i zarodkéw zygotycznych cebuli szalotki/2 pozywki
—  regeneracja kalusa/2 pozywki

Temat badawczy 2 (Okreslenie parametrow inaktywacji genomow jadrowych i organellowych)

Materiaty roslinne
— regeneracja protoplastéw szalotki - 1 obiekt
— inaktywacja genomu jgdrowego pasternaku (1 obiekt) i szalotki (1 obiekt)
— Inaktywacja genomodw organellowych pietruszki (1 obiekt) i cebuli ( 1 obiekt)
Metody
— inaktywacja genomu jagdrowego: 125-1000 J m
— inaktywacja genomoéw organellowych: 0,2-0,9 mM IOA
—  kultura protoplastow w pozywkach ptynnych po immobilizacji w alginianie/agarozie (rézne warianty pozywkowe)

Temat badawczy 3 (Elektrofuzja protoplastow wybranych obiektow i regeneracja komoérek
mieszancowych)

Materiaty roslinne
—  fuzja symetryczna warzywa amarylkowate: czosnek ‘Arkus’ (+) czosnek ‘Ornak’
—  fuzja symetryczna warzywa kapustowate: jarmuz ‘Scarlet’ (+) kapusta galicyjska 'Vates’
Metody
— izolacja protoplastéw z kalusa (amarylkowate) lub lisci (kapustowate)
—  barwienie rdznicowe protoplastow komponentdéw rodzicielskich FDA lub RITC
—  fuzja protoplastow w warunkach ustalonych parametréw dla pradu zmiennego i statego
—  kultura protoplastow w pozywkach ptynnych po immobilizacji w alginianie wapnia/agarozie (rézne warianty pozywkowe)
—  regeneracja roslin wybranych kultur protoplastéw na pozywkach statych



Wyn | kl Pozywka do prowadzenia

Wyprowadzenie kultur kalusa czosnku i szalotki kultury kalusa:
Indukcja kalusa z fragmentow pietek zgbkéw czosnku zwyczajnego
Obiekt Pozywka Srednia liczba (+SE) %
indukcyijna eksplantatow indukcji
tworzacych kalus kalusa
'Messidrome' K1 7.7+0,3 15,2
K2 13.0 +2,1 26.0 5
©
Indukcja kalusa z zarodkéw zygotycznych cebuli szalotki ©
>
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Linia Pozywka Srednia liczba (SE) % 8
indukcyjna  zarodkow indukcji
tworzacych kalus kalusa
SZ/124 K1 34,0+2.6a 68,0
K2 457+12b 91,3 T
SZ/224 k) 42,7+12b 85,3
K2 46,0x1,5b 92,0

"Messidrome’

czosnek zwyczajny
odmiana:
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Regeneracja kalusa — etap przed konwersjg w zarodki

czosnek zwyczajny odmiana: cebula szalotka cebula zwyczajna linia hodowlana:

"Harnas’ "Arkus’ linia hodowlana 366 ZC7 ZC6




Regeneracja protoplastow szalotki

Kultura protoplastéw cebuli szlotki: (a) uwolnione protoplasty z kalusa po jego maceracji
W mieszaninie enzymatycznej HAS; (b) zywotne protoplasty, wybarwione dioctanem
fluoresceiny, emitujgce zielong fluorescencje w swietle UV; (c, e) protoplasty z widoczng
reorganizacjg cytoplazmy w pigtym dniu kultury, (d) wczesna faza resyntezy sciany
komodrkowej (zaznaczona strzatkami) w pigtym dniu kultury w pozywce KM + PSK, (f)
pierwszy podziat komérkowy (zaznaczony strzatkg) obserwowany w dzisieciodniowej
kulturze w pozywce KM + PSK, (g) wielokomérkowe agregaty o strukturze
proembriogennej obecne w trzydziestodniowe] kulturze w pozywce KM + PSK; (h)
regeneranty formujgce sie w trzecim miesigcu kultury na pozywce regeneracyjnej %
BDS. Podziatka: a-b — 100 um, c-g =50 um, h—1cm
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Sredni procent tworzacych sie agregatéw komdrkowych
(wydajnos¢ kultury) w 20-sto i 30-sto dniowej kulturze
protoplastow cebuli szalotki w czterech wariantach pozywki (wasy
reprezentujg btad standardowy; litery nad stupkami oznaczaja
grupy jednorodne przy P < 0,05). Zastosowane skréty: CPP + PSK —
pozywka CPP z dodatkiem 100 nM fitosulfokiny (PSK), KM + PSK —
pozywka KM z dodatkiem 100 nM PSK, KM + PSK + IM — pozywka
KM z dodatkiem 100 nM PSK oraz 50 uM azacytydyny, KM + PSK +
HDACi — pozywka KM z dodatkiem 100 nM PSK oraz 0,05 uM
SAHA

i =

30.01.200% 10.003
Formowanie i rozwdj zarodkédw w 60-tym dniu kultury

protoplastow cebuli szalotki w réznych wariantach pozywki. 1 —
CPP + PSK; 2 — KM + PSK; 3 — KM + PSK + HDACi. Podziatka: 1 cm



Inaktywacja genomu jadrowego
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Wydajno$¢ 10- i 20-dniowej kultury protoplastow pasternaku
poddanych inaktywacji genomu jgdrowego (6 dawek promieniowania;
wasy reprezentujg btad standardowy)
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Wydajnos¢ 20- i 30-dniowej kultury protoplastow szalotki poddanych
inaktywacji genomu jgdrowego (6 dawek promieniowania; wasy
reprezentujg btad standardowy)

Inaktywacja genomow organellowych
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Wydajnos¢ 10- i 20-dniowej kultury protoplastéw pietruszki poddanych
inaktywacji genomu organellowego (6 dawek kwasu jodooctowego, I0A;
wasy reprezentujg btad standardowy)
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Wydajnos¢ 20- i 30-dniowej kultury protoplastéow cebuli
zwyczajnej poddanych inaktywacji genomu cytoplazmatycznego
(6 dawek kwasu jodooctowego, I0A; wasy reprezentujg btad
standardowy)



czosnek 'Arkus’ (+) czosnek ’Ornak’

Symetryczna Stopien odtworzenia $ciany komdrkowej:
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Whioski

Temat badawczy 1 (Wyprowadzenie/utrzymanie kultur embriogennego kalusa warzyw amarylkowatych)

Indukcja embriogennego kalusa czosnku zwyczajnego (Allium sativum L.) i cebuli szalotki (Allium ascalonicum L.)

1. Pozywki indukcyjne K1 i K2, stosowane w latach ubiegtych, stymulowaty formowanie sie kalusa u nowych obiektéw zaréwno z
fragmentdéw pietek zgbkdéw czosnku, jak i zarodkdw zygotycznych cebuli szalotki.

2. Kalus cebuli szalotki charakteryzowat sie dobrym tempem wzrostu na obu pozywkach indukcyjnych, przy czym kalus linii S2/2/24
charakteryzowat sie bardziej pozadang w kontekscie izolacji protoplastdw suchg struktura.

Utrzymanie embriogennego kalusa cebuli zwyczajnej, czosnku zwyczajnego i cebuli szalotki

1. Aby zachowac wysoka wydajnos¢ izolacji protoplastow oraz zdolnosc regeneracyjng kultury protoplastow wskazane jest odnawianie linii
kalusowych z eksplantadw pierwotnych co 2-3 lata.

Dopracowanie warunkow regeneracji kalusa cebuli zwyczajnej, czosnku zwyczajnego i cebuli szalotki w rosliny

1. W biezgcym roku zastosowano dwie pozywki regeneracyjne, wyselekcjonowane na podstawie protokotu regeneracji zastosowanego w
ubiegtym roku.

2. W trakcie drugiej rundy pasazu kalusa na w/w pozywkach zaobserwowano zazielenienie kalusa, symptom obserwowany w pierwszych
probach regeneracji kalusa czosnku w roku ubiegtym, poprzedzajacy konwersje kalusa w rosliny.

Temat badawczy 2 (Okreslenie parametrow inaktywacji genomow jadrowych i organellowych)

Opracowanie warunkow izolacji i kultury protoplastéw szalotki

1. Zywotno$é protoplastéw wyizolowanych z linii 366 byta wysoka i wynosita blisko 80% w dniu izolacji.

2. Udziat tworzacych sie agregatéw komérkowych w 30-sto dniowych kulturach wahat sie w granicach 7,2-15,3% i byt zalezny od sktadu

pozywki.

Petna pozywka KM z dodatkiem 100 nM PSK najlepiej stymulowata aktywno$¢ podziatowg w kulturach protoplastow szalotki.

4. Zaobserwowano formowanie sie i dojrzewanie zarodkéw somatycznych we wszystkich wariantach pozywki do kultury. Na pozywce
regeneracyjnej %2 BDS obserwowano dalszy rozwéj zarodkow, niemniej jednak charakteryzowaty sie one nieprawidtowg morfologia
objawiajacg sie przede wszystkim nadmiernym rozrostem czesci korzeniowej.

Okreslenie parametrow inaktywacji genomow jgdrowych pasternaku i szalotki

1. Zastosowane dawki promieniowania UV okazaty sie skuteczne do okreslenia optymalnych warunkdéw inaktywacji genomu jgdrowego
pasternaku i cebuli szalotki.

2. Dla pasternaku dawka ta wynosi 750 J m2, podczas gdy dla cebuli szalotki 1000 J m-2.
Okreslenie parametrow inaktywacji genomow organellowych pietruszki i cebuli

1. Zastosowane dawki kwasu jodooctowego okazaty sie skuteczne do okreslenia optymalnych warunkdéw inaktywacji genomoéw
organellowych pietruszki i cebuli zwyczajne;.

2. Dla pietruszki dawka ta wynosi 0,8 mM, natomiast dla cebuli zwyczajnej 0,5 mM.

w



Temat badawczy 3 (Elektrofuzja protoplastéw wybranych obiektow i regeneracja komérek

mieszancowych)

Czosnek

1. Zaobserwowano wptyw zastosowanych wariantéw elektrofuzji na wydajnos$¢ tworzenia heterokarionéw - najwiekszg efektywnosc
elektrofuzji uzyskano dla: U’ =2,5V;t=15s; Un=30V;t=30us; n=2; U” =1,0V;t=5s.

2. Proces resyntezy $ciany komoérkowej rozpoczynat sie w drugiej dobie zaréwno w kulturach kontrolnych, jak i pofuzyjnych. Pozywka KM z
dodatkiem 10 nM PSK najsilniej stymulowata proces odbudowy $ciany komérkowe;j.

3. Kultury pofuzyjne drugiego wariantu elektrofuzji charakteryzowaty sie najwyzszg wydajnoscia kultury, zblizong do kultur kontrolnych.
Wydajnos¢ kultury nie byta zalezna od wariantu pozywki.

4. W kulturach pofuzyjnych kazdego wariantu elektrofuzji obserwowano formowanie sie mikrogrudek kalusa, niemniej jednak
intensywnos$¢ formowania byta mniejsza niz w kulturach kontrolnych.

5. Zastosowanie kultury ,nianki” nie miato znaczgcego wptywu na poprawe parametréw procesu rozwojowego kultur pofuzyjnych.

Kapustne (jarmuz i kapusta galicyjska)

1.

Wszystkie zastosowane parametry elektrofuzji (3 warianty pradu statego i zmiennego) w podobny sposdb stymulowaty powstawanie
heterokarionéw (7-8%).

Proces regeneracji $ciany komérkowe] przebiegat nieco szybciej w kulturach kontrolnych niz w kulturach zatozonych z mieszanin
pofuzyjnych. Resynteza sciany komdrkowej rozpoczynata sie przed 48-3 godzing kultury.

Liczba powstajgcych kolonii komérkowych w pietnastym dniu kultur kontrolnych i kultur mieszanin pofuzyjnych wahata sie odpowiednio
w przedziale 38-54% oraz 35-40% i byta zalezna od pozywki.

Regeneracje pedow obserwowano dla wszystkich wariantow, przy czym z lepszg wydajnoscig na pozywce regeneracyjnej P (10 g/I
sacharozy, 20g/l mannitolu, 1 mg/I NAA, 1 mg/| 2iP oraz 0,02 mg/I GA,).

Analiza cytometryczna fragmentdw lisci kapusty czerwonej i kapusty brukselskiej uzyskanych z indukcji w roku 2023 wykazata znaczny
udziat roslin tetraploidalnych (61%) i diploidalnych (36%).



Mierniki dla zadania - prezentacja wynikéw badan

Prezentacja wynikow na konferencjach

lp.

konferencja

miermk?

podana w opisie zadania

wartosc misrnika

wartosc miemika
zrealizowana

1

9% Cental European Congress of Life Sciences
EUROEIOTECH 2024, 27-28
Krakéw, Polska jedna osoba, prezentowano

CZernwea,

wyniki nt. wphrwo inhibitorow metylacjt 1
deacetylacjt histondw na wzrost potencijalu
regeneracyjnego protoplastow pasternaku z roku
2023 (ztr. 73-79)

poster

28

¥VI Ogolnopelska Konferencja Kultur In
Vitro i Biotechnologii Roslin, 23-23 wrzednia,
Krakéw, Polska dwie osoby, prezentowano
wyniki nt.:

(1) zastosowania proteplastyzacii w badaniach
podstawowych i aplikacyjnych v wybranych
warzyw £ rolm 2021 (str. 45-71), 2022 (=tr 53-
T8) oraz 2023 (str. 62-92)

(2) wplywu inhibitoréw sagtylacii i deasefilasii
histonéw na wzrost potencjatu regeneracyjnego
protoplastéw cebuli 1 czosnku z roko 2023 (str.
25-000

poster

18

*w karcie tamatu pomylono liczby — mialy byc takie jak w kolumnie ‘wartosé miernika zrealizowana®; obie
konferencje byly konferencjami krajowymi, odbywajacymi sie w miejscu zamieszkania autordw posterow, koszt
udziaty w konferencjach byt podobny

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Ip. monografia/czasopismo miernik? wartosé miemika | wartos miemika
podana w opisie zadania zrealizowana
1 czasopismo z listy JEC; wyniki regeneracyi | publikacja 1 1
protoplastow Brassigaceae z 2021 roku (str. §2- | oryginalna

673, 2022 roku (str. 68-72) craz z 2023 roku (str.
TO-B3):

Stelmach-Wityk K, Szymonik K, Grzebelos E|
Kielkowska A (2024) Development of optimized
protocol for protoplast-to-plant regeneration of
selected varieties of Brassica oleracea L. BMC
Flant Biclogy, w recenziach (IFuos = 4.3; pht
MNSTY = 140)




