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Cel wykladu:

Celem wykladu bylo przekazanie uczestnikom aktualnej wiedzy oraz praktycznych
aspektow zwigzanych z technologia pozyskiwania haploidow i podwojonych haploidow
(DH) u ro$lin uprawnych. Szczegdlny nacisk potozono na mechanizmy embriogenezy
mikrospor jako jedng z kluczowych metod androgenezy in vitro. W trakcie wyktadu
omoOwiono czynniki biologiczne 1 srodowiskowe wptywajace na efektywno$¢ procesu,
problematyke albinizmu oraz ryzyka zwigzane z podwajaniem liczby chromosomow.
Przedstawiono rowniez najnowsze kierunki badan, w tym zastosowanie inzynierii
genetycznej — zwlaszcza modyfikacji biatka centromerowego CENH3 — w konteksScie
indukowanej haploidyzacji. Wyktad miat na celu zwigkszenie kompetencji uczestnikow w
zakresie biotechnologicznych metod przyspieszania postepu hodowlanego.

Zakres merytoryczny wykladu:

1. Wprowadzenie: podstawy teoretyczne rozmnazania roslin



Wyktad rozpoczeto przegladem typow rozmnazania piciowego i1 bezpiciowego w
kontekscie znanych metod haploidyzacji (androgeneza, gynogeneza, partenogeneza,
krzyzowanie oddalone, haploidyzacja indukowana genetycznie). Omdwiono przebieg
rozwoju zarodka ro$lin jedno i dwuliSciennych oraz zrdznicowanie genetyczne tkanek w
nasionach (zarodek, bielmo, okrywa nasienna) wynikajace z procesu podwojnego
zaptodnienia. Ponadto przedstawiono charakterystyke i role haploidow w badaniach
naukowych 1 hodowli roslin — ich znaczenie w przyspieszeniu procesu tworzenia linii
homozygotycznych 1 strategi ich pozyskiwania.

2. Embriogeneza mikrospor

Omoéwiono mechanizm przeksztatcania mikrospor w zarodki bez udziatu zaptodnienia.
Szczegotowo przedstawiono przebieg tego procesu polegajacego na przeksztalceniu
niedojrzatych mikrospor — meskich komorek rozrodczych — w zarodki zdolne do rozwoju
catych ro$lin, bez udzialu zaptodnienia dzieki reprogramowaniu szlaku rozwojowego z
gametofitycznego na sporofityczny. Zmiana ta zachodzi pod wpltywem czynnikow stresu i
inicjuje symetryczne podzialy prowadzace do powstania struktur zarodkowych.

3. Czynniki wplywajace na efektywnos$¢ embriogenezy mikrospor

Wyktad obejmowat przeglad czynnikéw biologicznych i srodowiskowych wplywajacych
na efektywno$¢ embriogenezy mikrospor. Podkre§lono znaczenie odpowiedniego stadium
rozwojowego mikrospor w momencie izolacji, wskazujac, ze najwyzsza efektywnos¢
uzyskuje si¢ w stadium $rednio lub p6zno jednojadrowym. Przedstawiono wptyw
warunkéw wzrostu roslin donorowych (m.in. temperatura, $§wiatlo, sktad podtoza) oraz
réznorodnych traktowan wstepnych, takich jak stresy abiotyczne: niska lub wysoka
temperatura, stres suszy, glodzenie osmotyczne, a takze stosowanie antyoksydantow i
inhibitorow metylacji DNA. Oméwiono rowniez role pozywek indukcyjnych, ich sktadu
chemicznego (regulatory wzrostu, dodatki takie jak DMSO, mannitol, n-butanol,
zearalenon, zwigzki miedzi, kofeina, ), a takze znaczenie obecnosci zalagzni w efektywne;j
indukcji procesu. Zwrocono uwage na silny wptyw genotypu roslin donorowych, w tym
specyficznych alleli oraz czynnikéw epigenetycznych, ktére moga zwigksza¢ lub
ogranicza¢ wydajnos¢ procesu androgenezy.

4. Genotyp jako kluczowy czynnik biologiczny

Podczas wyktadu omowiono role genotypu rosliny donorowej jako jednego z giéwnych
czynnikow determinujacych powodzenie procesu embriogenezy mikrospor. Zwrocono
uwage, ze skuteczno$¢ indukcji, jakos¢ powstatych zarodkéw oraz efektywnosé
regeneracji ro$lin sa silnie zalezne od uwarunkowan genetycznych i epigenetycznych.
Przedstawiono grupe tzw. gendéw embriogenicznych, takich jak BABY BOOM (BBM),
LEAFY COTYLEDON (LECI1, LEC2), WUSCHEL (WOX), AGP, SERK (Somatic
Embryogenesis Receptor-like Kinase) oraz geny z rodziny AP2/ERF, ktorych ekspresja



warunkuje zdolno$¢ mikrospor do przeprogramowania i przejscia na $ciezke rozwoju
sporofitycznego.

Omowiono réwniez czynniki epigenetyczne, takie jak metylacja DNA, modyfikacje
histonéw 1 poziom aktywnosci matych RNA. Przedstawiono dziatanie substancji
modulujacych te procesy, w tym inhibitoréw metylacji DNA (np. 5-azacytydyna) oraz
inhibitorow deacetylaz histonowych (np. trichostatyna A), jako srodkéw wspomagajacych
indukcje embriogenezy. Podkreslono znaczenie interakcji genotypowo-srodowiskowych,
ktore wptywaja na ekspresje wspomnianych szlakéw molekularnych i moga stanowié
krytyczny element decydujacy o powodzeniu catego procesu.

5. Podwajanie liczby chromosomow:

W ramach wykladu oméwiono znaczenie etapu podwajania liczby chromosoméw w
procesie tworzenia linii podwojonych haploidow (DH). Przedstawiono metody chemiczne;j
indukcji podwojenia z zastosowaniem zwigzkow takich jak kolchicyna, oryzalina,
trifluralina czy amitryna, ktore zakldcaja formowanie wrzeciona kariokinetycznego,
prowadzac do endomitozy. Zwrdécono uwage na potencjalne trudnosci zwigzane z tym
etapem — W tym zamieranie regenerantOw oraz cz¢ste pojawianie si¢ mutacji w
traktowanych tkankach, zwlaszcza przy nadmiernym stezeniu mutagenu. Podkre§lono
réwniez znaczenie optymalizacji warunkow aplikacji (czas, st¢zenie, metoda) w celu
uzyskania zywotnych i ptodnych ros$lin DH.

6. Problematyka regeneracji albinoséow

Podczas wyktadu zwrocono takze uwage na zjawisko albinizmu, bedace jednym z
glownych ograniczeh w procesie regeneracji roslin pszenicy w kulturach mikrospor.
Albinosy, czyli rosliny pozbawione chlorofilu, stanowig istotny odsetek regenerantdw i sg
niezdolne do przezycia poza warunkami in vitro. Wyktad obejmowat przeglad przyczyn
tego zjawiska, w tym zaklécenia w ekspresji genéw plastydowych i jadrowych, stres
oksydacyjny oraz niedostateczne dostosowanie warunkéw hodowli (np. §wiatto, sktad
pozywki). Omowiono réwniez aktualne kierunki badan nad ograniczaniem albinizmu, w
tym dobor odpowiednich genotypdéw, stosowanie antyoksydantow, poprawe warunkow
wzrostu oraz modyfikacje protokotow regeneracji. Podkreslono, ze problem ten ma
znaczacy wpltyw na praktyczng warto$¢ technologii DH w pszenicy i stanowi przedmiot
intensywnych prac badawczych.

7. Najnowsze metody pozyskiwania haploidow

W koncowej czg$ci wyktadu przedstawiono najnowsze kierunki badan nad indukowaniem
haploidow z wykorzystaniem narzedzi inzynierii genetycznej. Omowiono mechanizm
haploidyzacji indukowane]j przez modyfikacje biatek centromerowych, w szczego6lnosci
CENH3 — kluczowego sktadnika kinetochoru. Przedstawiono wyniki badan, w ktorych



zastgpienie natywnej wersji CENH3 wersja zmodyfikowana lub jej ostabienie prowadzito
do eliminacji chromosomow jednego z rodzicoOw po zaptodnieniu, czego skutkiem byty
zarodki haploidalne. Wskazano réwniez na inne podejscia, takie jak celowane mutacje
gendéw biorgcych udzial w formowaniu wrzeciona kariokinetycznego lub fuzji jader, a
takze zastosowanie CRISPR/Cas9 do wywolywania kontrolowanego zaburzenia segregacji
chromosoméw. Podkreslono potencjat tych metod jako alternatywy dla klasycznych
technik in vitro, zwlaszcza w gatunkach trudnych w androgenezie, oraz ich znaczenie dla
przyspieszenia post¢pu hodowlanego.

Podsumowanie:

Wyktad poswiecony byt nowoczesnym metodom pozyskiwania haploidéw 1 linii
podwojonych haploidéw (DH) w roslinach uprawnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
embriogenezy mikrospor jako jednej z najefektywniejszych strategii androgenezy in vitro.
Omowiono szerokie spektrum zagadnien — od podstaw biologii rozrodu roslin, przez
szczegdtowy przebieg procesu embriogenezy, az po czynniki warunkujace jego
efektywno$¢: warunki $rodowiskowe, stadium rozwojowe mikrospor, traktowania
stresowe, sktad pozywek oraz genotyp ros$liny donorowe;j.
Szczegodlng uwage poswigcono rowniez wyzwaniom praktycznym, takim jak wysoka
czestotliwos¢ regeneracji roslin albinoidalnych w przypadku pszenicy, oraz nowatorskim
podejsciom biotechnologicznym, takim jak edycja biatka centromerowego CENH3.
Podkreslono znaczenie integracji wiedzy genetycznej, epigenetycznej i fizjologicznej w
doskonaleniu istniejacych protokotéw androgenezy oraz rozwijaniu nowych strategii
indukcji haploidow w trudnych taksonomicznie gatunkach ro$lin.
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