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STRESZCZENIE 

Pszenżyto jest ważnym gatunkiem rolniczym wykorzystywanym głównie na cele 

paszowe, a ostatnio także na cele konsumpcyjne (piekarnictwo). Gatunek ten powstał 

w wyniku krzyżowań międzygatunkowych pszenicy i żyta. W zależności od ploidalności 

wyróżnia się formy di-, tetra-, heksa- i oktaploidalne. Ze względu na ograniczoną ilość 

form rodzicielskich, pszenżyto cechuje brak występowania odrębnych pul genowych, 

a różnice pomiędzy materiałami są podyktowane warunkami siedliska, presją hodowlaną 

lub tym czy odmiana jest jara czy ozima. Głównym ograniczeniem w hodowli gatunku jest 

niewielkie zróżnicowanie genetyczne. Stąd, istnieje potrzeba jego rozszerzenia. Jedną 

z możliwości jest ponowne odtworzenie gatunku, lub wykorzystanie metody mutagenezy 

albo pośrednio poprzez wykorzystanie technologii kultur in vitro. Ostatnia metoda pozwala 

na wprowadzanie zmian, mogących indukować (epi)mutacje i tym samym zwiększać 

zróżnicowanie genetyczne. Wykorzystanie kultur in vitro, a szczególnie androgenezy, 

wiąże się z problemem uzyskania dużej liczby zielonych regenerantów. 

Celem prezentowanych badań, było między innymi zwiększenie wydajności 

regeneracji zielonych roślin u pszenżyta, pszenicy i jęczmienia optymalizując skład jonów 

miedzi (II) oraz srebra (I) w pożywce indukującej oraz czas trwania kultury in vitro. 

Uzyskane wyniki pokazały, że modyfikując skład pożywki (zmieniając stężenie jonów 

miedzi) można zwiększyć wydajność androgenezy u pszenżyta. Innym aspektem niniejszej 

pracy było sprawdzenie jak skład pożywki indukującej (stężenia jonów Cu
2+

 i Ag
+
) oraz 

czas trwania kultury tkankowej wpływają na zmienność sekwencyjną oraz zmienność 

wzorów metylacji DNA identyfikowanych u regenerantów wyprowadzonych na drodze 

androgenezy w kulturach pylnikowych oraz wyprowadzonych na drodze somatycznej 

embriogenezy w kulturach niedojrzałych zarodków zygotycznych u pszenżyta. Zmienność 

wzorów metylacji szacowano w określonych sekwencjach nukleotydów DNA (tzw. 

konteksty sekwencji), odzwierciedlających symetryczną (CG i CHG) oraz asymetryczną 

(CHH) metylację cytozyny (H oznacza A, C, T). W tym celu, wykorzystano metodę 

metAFLP ilościowo szacującą zmiany genetyczne oraz zmiany wzorów metylacji DNA 

indukowane u regenerantów w odniesieniu do rośliny będącej źródłem eksplantatów. 

Stwierdzono, że w przypadku regeneracji na drodze androgenezy, wyższym stężeniom 

jonów miedzi w pożywce towarzyszył niższy poziom zmienności wywołanej kulturą 

in vitro. Podobne badania dotyczące regenerantów uzyskanych z niedojrzałych zarodków 

zygotycznych wykazały, że najwyższy poziom zmienności wywołanej kulturą in vitro 
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obserwowano w obecności najniższego stężenia jonów miedzi. Badanie porównawcze obu 

metod regeneracji uwzględniające zmienność sekwencyjną w zależności od poziomu Cu
2+

 

w różnych kontekstach sekwencji pokazało, że w CG i CHH różnica między regenerantami 

uzyskanymi na drodze androgenezy i somatycznej embriogenezy dotyczyła tylko poziomu 

zmienności sekwencyjnej. Natomiast odnotowano różnice między regenerantami 

uzyskanymi na drodze somatycznej embriogenezy i androgenezy w poziomie demetylacji 

w kontekście CG oraz metylacji de novo DNA w kontekście CHH wraz ze zmianą stężenia 

jonów miedzi. 

Niniejsza praca pokazała, że optymalizacja warunków kultur in vitro może zwiększyć 

wydajność regeneracji zielonych roślin u niektórych gatunków zbóż, możliwym jest 

również wpływanie na poziom zmienności wywołanej kulturą in vitro u regenerantów, co 

może być wykorzystane do wzbogacenia puli genowej gatunku. Stwierdzono również, że 

u regenerantów uzyskiwanych poprzez dwa rodzaje kultur in vitro (androgeneza 

vs embriogeneza somatyczna) poziom demetylacji oraz metylacji de novo był zależny od 

składu pożywki indukującej oraz częściowo od czasu trwania kultury in vitro. 
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SUMMARY 

Triticale is a vital crop mainly used as a feed grain and, more recently, as a food 

ingredient (in baking). The species originated from interspecific crosses between wheat 

and rye. Depending on ploidy, di-, tetra-, hexa-, and octoploid forms are distinguished. 

Due to the limited number of parental forms, triticale is characterized by the absence of 

distinct gene pools. Differences between materials are dictated by habitat conditions, 

breeding pressure, or variety type (spring, winter). The main limitation in breeding the 

species is the low genetic diversity. Hence, there is a need to expand it. One possibility is 

to re-create the species, use the mutagenesis method, or indirectly through in vitro culture 

technology. The last method allows the introduction of changes that can induce 

(epi)mutations and thus increase genetic diversity. The use of in vitro cultures, particularly 

androgenesis, is associated with the problem of obtaining a large number of green 

regenerants. 

The aim of the present study, among others, was to increase the efficiency of green 

regeneration in triticale, wheat, and barley by optimizing the composition of copper (II) 

and silver (I) ions in the induction medium and the duration of the in vitro culture. The 

results showed that by modifying the composition of the medium (changing the 

concentration of copper ions), the efficiency of androgenesis could be increased in triticale. 

Another goal of the present study was to see how the composition of the induction medium 

(Cu
2+

 and Ag+ ion concentrations) and the duration of tissue culture affect the sequence 

variation and the variation of DNA methylation patterns identified in regenerants derived 

by androgenesis in anther cultures and those derived by somatic embryogenesis in cultures 

of immature zygotic embryos in triticale. The variation in methylation patterns was 

estimated at specific DNA nucleotide sequences (so-called sequence contexts), reflecting 

symmetric (CG and CHG) and asymmetric (CHH) cytosine methylation (H stands for 

A, C, T). The metAFLP method was used to quantitatively estimate genetic changes and 

alternations in DNA methylation patterns induced in regenerants concerning the explant 

source plant. In the case of regeneration by androgenesis, higher copper ion concentrations 

in the medium were accompanied by lower levels of in vitro culture-induced variation. 

A similar study on regenerants obtained from immature zygotic embryos showed that the 

highest level of in vitro culture-induced variation was observed in the lowest concentration 

of copper ions. A comparative study of the two regeneration methods considering sequence 

variation with Cu
2+

 levels in different contexts showed that in CG and CHH, the difference 
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between regenerants obtained by androgenesis and somatic embryogenesis concerned only 

the level of sequence variation. In contrast, differences were noted between regenerants 

obtained by somatic embryogenesis and androgenesis in the level of demethylation in the 

context of CG and de novo DNA methylation in the context of CHH, together with 

a change in copper ion concentration. 

The present work has shown that optimizing in vitro culture conditions can increase 

the efficiency of green plant regeneration in some cereal species. It is also possible to 

influence the level of in vitro culture-induced variation in regenerants, which can be used 

to enrich the gene pool of the species. It was also found that in regenerants obtained 

through two types of in vitro culture (androgenesis vs. somatic embryogenesis), the level 

of demethylation and de novo methylation depended on the composition of the inducing 

medium and partly on the duration of the in vitro culture.  



PRZEGLĄD LITERATURY 

 10 

1. PRZEGLĄD LITERATURY 

1.1. Wprowadzenie 

Wysokie wymagania glebowe pszenicy w przeciwieństwie do żyta sprawiły, że 

w drugiej połowie XIX wieku wzrosło zainteresowanie międzygatunkowymi 

krzyżowaniami tych zbóż. Celem prac było uzyskanie takich gatunków, które 

charakteryzowałyby się np., zaletami pszenicy uprawianej na lekkich glebach żytnich 

i w klimacie ostrzejszym niż preferowany dla pszenicy. Możliwość uzyskania hybryd 

pszenicy (Triticum ssp.) i żyta (Secale cerale L.) sugerował A. S. Wilsona w Szkocji 

w 1875 roku. Jednak dopiero w 1888 r. niemiecki hodowca Rimpau skrzyżował pszenicę 

(Triticum aestivum L.) i żyto (Secale cereale L.). Z uzyskanych nasion trzy były 

haploidami, a 12 wykazywało cechy amfidiploidów [1]. Natomiast intensywne prace 

selekcyjne nad nowym gatunkiem uprawnym zwanym pszenżytem (× Triticosecale Wittm. 

ex A. Camus (synonim: × Triticale Tscherm.-Seys. ex Müntzing), rodzina Poaceae, 

podrodzina Pooideae, plemię Triticeae) rozpoczęły się w latach 30-tych XX wieku. 

W zależności od ploidalności pszenicy wykorzystanej do krzyżowań wyróżnia się 

tetra-, heksa-, okto-, i dekaploidalne pszenżyto pierwotne. Formy pierwotne Triticale 

uzyskano przez krzyżowanie pszenic tetraploidalnych (T. durum, T. turgidum, 

T. dicoccum, T. timopheevi) z żytem (S. cereale) [2, 3]. Natomiast formy wtórne Triticale 

uzyskano przez krzyżowanie oktploidalnych form Triticale z heksaploidalnymi [4]. I tak, 

formy tetraploidalne powstały w wyniku krzyżowania pszenicy diploidalnej 

T. monococcum L. var. macedonicum (2n = 2x = 14) z żytem diploidalnym ‘Dańkowskie 

Złote’ (2n = 2x = 14) [5, 6]. Takie pszenżyta w postaci diploidalnej posiadają 14 

chromosomów, a genom można zapisać w postaci wzoru: 2n = 14 = AARR, gdzie A – to 

genom pochodzący od pszenicy, a R genom żytni (S. cereale L.). Formy heksaploidalne 

powstały z krzyżowania pszenicy tetraploidalnej (T. durum i T. turgidum L.) oraz żyta 

(S. cereale L. lub np., S. montanum). Ich genom w postaci diploidalnej opisuje wzór: 2n = 

42 = AABBRR, gdzie A i B odpowiada genomowi pszenicy, a R żyta. Kolejną formą 

pszenżyta o wzorze 2n = 56 = AABBDDRR są formy oktoploidalne, będące 

międzygatunkową krzyżówką heksaploidalnej pszenicy T. aestivum (2n = 6x = 42) i żyta 

(S. cereale L.: 2n = 2x = 14) [7, 8]. Natomiast krzyżowanie pszenicy heksaploidalnej (2n = 

6x = 42) z żytem tetraploidalnym (2n = 4x = 28), celem uzyskania pszenżyta 

dekaploidalnego (2n = 10x = 70) nie dały pozytywnych wyników. Takie mieszańce 
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cechowały się słabym wigorem, były niepłodne i niestabilne cytogenetycznie [9]. Chociaż 

pszenżyto oktoploidalne zostało opracowane i zbadane jako pierwsze [10] nie zostało 

przyjęte w hodowli ze względu na mniejsze znacznie praktyczne niż pszenżyta 

heksaploidalne [11]. 

W latach 50., uwagę hodowców zwróciło pszenżyto heksaploidalne [10, 12, 13]. 

Intensywne prace hodowlane i badawcze realizowano do lat 90. XX wieku. Niewątpliwą 

zaletą pszenżyta heksaploidalnego okazały się liczne cechy żyta jak np., silnie rozwinięty 

system korzeniowy [14], niskie wymagania glebowe, odporność na suszę, zimotrwałość 

[15 17], a także odporność na choroby grzybowe oraz szkodniki [18, 19]. Bez wątpienia, 

uzyskanie heksaploidalnego ozimego pszenżyta wtórnego (będącego wynikiem koniugacji 

chromosomów genomu A i B o różnej ploidalności, co prowadzi do zwiększenia 

zmienności genetycznej [20]) wyhodowanego na Węgrzech w 1968 r. [12]), a następnie 

jarego w 1970 w Kanadzie [2] pozwoliło hodowcom uzyskać wyniki bliskie 

oczekiwaniom. W Polsce prace nad pszenżytem wtórnym były realizowane przez 

Akademię Rolniczą w Lublinie, Stacje Hodowli Roślin w Laskach i w Choryni oraz 

w Zakładzie Doświadczalnym IHAR "Małyszyn" w Gorzowie Wielkopolskim. Jednak 

pierwszą zarejestrowaną odmianę pszenżyta, „Lasko”, uzyskano w Poznańskiej Hodowli 

Roślin w roku 1982 [21]. 

Pszenżyto wtórne charakteryzuje się większą stabilnością mejotyczną niż pszenżyto 

pierwotne chociaż opisano pewne różnice w ilości uniwalentów pomiędzy formami 

pszenżyta 6x z cytoplazmą heksaploidalnych i tetraploidalnych pszenic [22]. Ponadto, 

pszenżyto wtórne pozwala uzyskać substytucje chromosomów genomu D w miejsce 

chromosomów żytnich. Należy jednak podkreślić fakt, że nawet w przypadku pszenżyta 

wtórnego zmienność genetyczna gatunku jest bardzo ograniczona, a jej zwiększenie jest 

priorytetem hodowli [23]. 

1.2. Wykorzystanie i znaczenie pszenżyta 

Pszenżyto wykorzystywane jest głównie jako pasza dla zwierząt hodowlanych, 

szczególnie w żywieniu drobiu [24]. Z powodzeniem stosuje się je w przemyśle 

gorzelniczym i piwowarskim [25, 26], a także w piekarnictwie, np. do produkcji krakersów 

[27, 28]. Ponadto, może być również wykorzystywane do produkcji bioetanolu [29] 

i biogazu [30]. Dodatkowo wykazano, że pszenżyto produkuje wyższą biomasę 
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w porównaniu z pszenicą, jęczmieniem i żytem [30]. Udokumentowane są również 

odmiany przeznaczone na potrzeby piekarnictwa do wypieku chleba [31]. 

W ciągu 45 lat odnotowano wzrost powierzchni upraw z 467 ha w 1975 r. do 

3,8 mln ha powierzchni na świecie w 2020r. [32]. Ponadto poczynając od 1994 do 2014 r. 

obserwowano także wzrost produkcji pszenżyta na świecie z pewną stabilizacją w ciągu 

ostatnich 8 lat (Ryc. 1). Ze względu na przystosowanie do różnych warunków 

środowiskowych, pszenżyto jest alternatywną uprawą, która na glebach słabej jakości radzi 

sobie lepiej niż pszenica [33] i w porównaniu z innymi zbożami, wykazuje lepszą 

odporność na choroby grzybowe [34]. 

 

Rycina 1. Wzrost produkcji pszenżyta na świecie w latach 1994-2020 (FAO 2022). 

1.3. Zróżnicowanie pszenżyta 

Sposób uzyskania pszenżyta na drodze krzyżowań międzygatunkowych, a co za tym 

idzie ograniczona do form rodzicielskich zmienność genetyczna sprawia, że gatunek ten 

cechuje relatywnie niewielkie zróżnicowanie. Badania cech morfologicznych, 

fizjologicznych, składowych plonu oraz zawartości białka wykonane na 1006 genotypach 

heksaploidalnego pszenżyta ozimego, pochodzących z różnych źródeł za pomocą analizy 

czynnikowej, wykazały występowanie kilku odrębnych grup. W analizie tej pierwsze trzy 

składowe główne, w zależności od badanej cechy, tłumaczyły od 63 do 80% całkowitej 

wariancji pomiędzy grupami [35]. Cechy morfologiczne były również wykorzystane 

we wcześniejszych badaniach nad różnicowaniem genotypów pszenżyta [36-38], jednak ze 

względu na ograniczoną liczbę cech dostępnych do analizy oraz ich zależność od 
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czynników środowiskowych badania takie mają obecnie marginalne znaczenie [39] i do 

tego typu badań zaczęto stosować także markery DNA [40]. 

Występowanie struktury genetycznej populacji potwierdziły badania molekularne, 

wykonane za pomocą 57 markerów SSR (ang. Simple Sequence Repeat; sekwencje 

mikrosatelitarne) [41] z wykorzystaniem 80 heksaploidalnych europejskich form pszenżyta 

ozimego. Badania te wykazały, że zmienność wahała się w przedziale 0.07 – 0.86. Analiza 

skupień ujawniła, że materiały pszenżytnie tworzyły kilka grup skupień, przy czym 

skupienia odzwierciedlały np., rodowód badanych materiałów. Stwierdzono jednak, że 

w obrębie poszczególnych skupień występowały formy, które ze względu na rodowód czy 

pokrewieństwo nie powinny występować w danej grupie. Autorzy pracy zasugerowali, 

że takie grupowanie mogło być wynikiem wymiany materiałów roślinnych między 

hodowcami. Analogiczne prace wykonane na 232 formach hodowlanych pszenżyta 

pochodzących z polskich hodowli ujawniły obecność słabej struktury genetycznej. Analiza 

Bayesianowska wykonana z wykorzystaniem markerów hybrydyzacyjnych typu DArT 

(ang. Diversity Arrays Technology) wykazała obecność trzech grup, natomiast analiza 

wariancji molekularnej ujawniła, że aż 86% wytłumaczonej wariancji to wynik zmienności 

w obrębie, a 14% to wariancja pomiędzy grupami [23]. Markery DArT zastosowano 

również do analizy zróżnicowania zmienności genetycznej innych 144 form pszenżyta. 

Analiza skupień ujawniła, że badane formy wykazywały 60% podobieństwo, przy czym 

dwa główne skupienia odzwierciedlały siedliska ich wzrostu [42]. Wystąpienie struktury 

genetycznej natomiast obserwowano w badaniach materiałów pochodzących z Brazylii 

uzyskanych z dwóch hodowli. Analiza 54 genotypów za pomocą markerów SSR 

z wykorzystaniem analizy skupień wykazała obecność siedmiu grup [43]. Tak duże 

zróżnicowanie wydaje się jednak zaskakujące w kontekście badań wykonanych na 80 

heksaploidalnych genotypach reprezentujących światową kolekcję gatunku, gdzie 

stwierdzono tylko pięć grup skupień [44], czy też badań 161 linii pszenżyta pochodzących 

z całego świata [45]. W ostatnim przypadku markery DArT i analiza PCoA (ang. Principal 

Co-ordinate Analysis) ujawniły obecność dwóch grup. Pierwsza była reprezentowana 

przez formy jare a druga przez ozime. Przy czym formy jare cechowało relatywnie większe 

zróżnicowanie niż ozime, a dwie pierwsze składowe główne tłumaczyły 33,4% wariancji 

między grupami. Należy zaznaczyć, że nie zawsze wykorzystanie markerów DNA do 

różnicowania genotypów pszenżyta okazuje się skuteczną metodą. Przykładem mogą być 

markery GBS (ang. Genotyping By Sequencing). Okazało się, że ich wykorzystanie 
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w odniesieniu do 121 odmian pszenżyta pochodzących z państw europejskich nie 

wykazało obecności silnej struktury genetycznej, którą można by powiązać 

z pochodzeniem badanych materiałów [46]. Podobny wynik uzyskano za pomocą 

markerów SSR badając 128 europejskich odmian pszenżyta ozimego [47], gdzie pierwsze 

dwie osie główne tłumaczyły ok 22,4% wariancji pomiędzy materiałami z różnych państw, 

jednak nie obserwowano wyraźnych cech strukturyzacji badanej populacji chociaż analiza 

wariancji molekularnej pokazała, że 14% wariancji wynikało z różnic pomiędzy 

materiałami w zależności od państwa pochodzenia. 

Podsumowując, wydaje się uzasadniona opinia, że dostępne obecnie heksaploidalne 

pszenżyta raczej nie wykazują silnej struktury genetycznej chociaż cechują się 

zróżnicowaniem genetycznym. Tworzenie się struktury genetycznej wynika głównie z tego 

czy mamy do czynienia z pulą form ozimych lub jarych, ewentualnie jest warunkowana 

krajem pochodzenia czy siedliskiem. Natomiast identyfikacja struktury genetycznej zależy 

prawdopodobnie od rodzaju markerów użytych do badań. 

1.4. Ograniczenia hodowli pszenżyta 

Podstawowe ograniczenia postępu biologicznego hodowli pszenżyta wynikają 

między innymi ze spadku odporności na patogeny, z trudności w hodowlii heterozyjnej czy 

z ograniczonej zmienności genetycznej gatunku. 

Pszenżyto jest gatunkiem, które przez wiele lat pozostawał niewrażliwy na choroby 

zbóż. Jednak wraz ze wzrostem areału pszenżyta, istniejące patogeny dostosowały się, 

a także pojawiły się nowe, szczególnie grzyby, które porażają pszenżyto. Wśród tych 

patogenów największe znaczenie ma mączniak prawdziwy (Blumeria graminis DC.; 

synonim Erysiphe graminis), na który pszenżyto było odporne przez ponad 130 lat [48]. 

Z uwagi na to, że Polska jest wiodącym producentem pszenżyta, dla polskiej hodowli 

i postępu biologicznego niezwykle ważne jest wprowadzanie odmian odpornych na 

patogeny. Dotychczas prowadzone badania hodowlane pozwoliły na zwiększenie 

odporności pszenżyta na mączniaka prawdziwego, rdzę brunatną i żółtą co ma swoje 

odzwierciedlenie w odmianach wprowadzanych w 2021 roku do Krajowego rejestru 

odmian [49]. Proces uzyskiwania nowych odmian pszenżyta odpornych na patogeny jest w 

ostatnich latach bardzo intensywnie wspomagany przez nowoczesne narzędzia genetyki 

molekularnej takie jak systemy markerowe AFLP (ang. Amplified Fragment Length 

Polymorphism), SSR, RAPD (ang. Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (ang. 
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Restriction Fragment Length Polymorphism), STS (ang. Sequence-Tagged Sites) i SCAR 

(ang. Sequence Characterized Amplified Region) wykorzystywane w badaniach genów 

odporności np. na mączniaka prawdziwego zbóż B. graminis [50-55]. 

Formy uprawne pszenżyta charakteryzują się ograniczonym poziomem zmienności 

co jest konsekwencją stosunkowo wąskiej puli genetycznej na etapie tworzenia pszenżyta 

oraz ograniczonej liczby dostępnych dla hodowców genotypów tego gatunku. Stąd też, 

istnieje potrzeba poszerzenia zmienności genetycznej pszenżyta poprzez ponowne jego 

uzyskanie na bazie większej puli genotypów wyjściowych. 

Zwiększenie potencjału pszenżyta wiąże się także z hodowlą heterozyjną, która 

wykorzystuje zjawisko bujności mieszańców pokolenia F1. Na całym świecie hodowla 

heterozyjna pszenżyta bazuje przede wszystkim na cytoplazmatycznej męskiej sterylności 

(CMS) typu Triticum timopheevi (Tt) [56, 57]. Podstawowym problemem hodowli jest 

uzyskanie linii matecznych, które zachowują sterylność pyłku [58]. Obecnie 

opracowywany jest alternatywny system bazujący na CMS Pampa [58]. Jednak do jego 

praktycznego wykorzystania, mimo wielu zalet (np. stabilność linii matecznych) wciąż nie 

dochodzi, gdyż uzyskiwane plony są niedostateczne w stosunku do wzorca [59]. 

Mimo ciągłego postępu w hodowli heterozyjnej nadal pozostają ograniczenia, które 

dotyczą, niskiej zmienności genetycznej materiałów do krzyżowań. Rozwiązaniem wydaje 

się ponowne odtworzenie gatunku i tym samym zwiększenie wyjściowej puli genetycznej. 

Można również wykorzystać np., metody mutagenezy czy też potencjał jaki niosą ze sobą 

kultury tkankowe z regeneracją roślin na drodze androgenezy [60-62]. 
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1.5. Regeneracja roślin w kulturach in vitro 

Początki technologii kultur in vitro sięgają XIX wieku, kiedy to pojawiła się teoria 

komórkowej budowy organizmów Schleidena (w 1838r) i Schwanna (w 1839) mówiąca, 

że żywe organizmy są zbudowane z komórek. Prace te dały podwaliny austriackiemu 

uczonemu, Haberlandtowi do ogłoszenia w 1902 roku teorii totipotencji komórek 

mówiącej, że każda żywa komórka roślinna hodowana w odpowiednich warunkach może 

zainicjować regenerację dowolnej tkanki, organu czy też całej rośliny. 

W trakcie embriogenezy z pojedynczej komórki formuje się zarodek, z którego 

rozwija się roślina. W warunkach in vivo pierwotną komórką jest diploidalna zygota, która 

powstała w wyniku połączenia się dwóch gamet w procesie zapłodnienia. Taką 

embriogenezę nazywamy zygotyczną, a zarodki zygotycznymi, jej odpowiednikiem 

w warunkach in vitro jest embriogeneza somatyczna (SE), gdzie rozwój zarodka odbywa 

się z komórki somatycznej, z pominięciem procesu zapłodnienia, a powstający zarodek 

nazywa się somatycznym. Somatyczną embriogenezę po raz pierwszy opisano w 1958 

u marchwi [63, 64], natomiast wstępne próby SE u pszenżyta [65, 13, 66] skutkowały 

uzyskaniem roślin, które charakteryzowały się niestabilnością kariotypu. Udaną próbę 

uzyskania regenerantów drogą SE u pszenżyta podjęli Eapen i Rao [67], gdzie 

eksplantatem były niedojrzałe kwiatostany, zaś Stolarz i Zimny, oraz wsp. [68, 69] 

uzyskali rośliny poprzez kalus uzyskany w kulturach niedojrzałych zarodków 

zygotycznych. W przypadku somatycznej embriogenezy najistotniejszym momentem jest 

ustanowienie embriogenicznej kompetencji komórek znajdujących się w eksplantacie oraz 

tworzenie się osi apikalno-bazalnej struktury zarodka [70]. Uzyskiwanie zarodków 

somatycznych może odbywać się w dwojaki sposób: bezpośrednio z tkanek eksplantatu, 

mogą nimi być fragmenty blaszki liściowej jak u kupkówki pospolitej (Dactylis glomerata) 

[71] oraz pośrednio przez kalus [72]. Kultury prowadzone na pożywce indukującej 

w obecności auksyn (2,4-D: kwas 2,4 dichlorofenoksyoctowy; Dicamba: kwas 2-metoksy-

3,6-dichlorobenzoesowy) ulegają licznym podziałom, co w konsekwencji prowadzi do 

wytworzenia się kalusa, czyli tkanki niejednorodnej pod względem histologicznym [73]. 

Szczególnym przypadkiem embriogenezy jest androgeneza (A). Androgeneza to 

proces, w którym struktury zarodkopodobne i zarodki, a następnie rośliny haploidalne lub 

rośliny będące podwojonymi haploidami (ang. doubled haploid: DH) powstają z mikrospor 

w kulturach pylników [74] lub izolowanych mikrospor [61]. Warunki kultury in vitro 

muszą być tak dobrane aby mikrospory uległy przeprogramowaniu ze szlaku 
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gametofitowego, pierwotnie realizowanego, na szlak sporofitowy prowadzący do 

powstania androgenicznych zarodków [75-77]. Zainicjowanie przeprogramowania 

mikrospor odbywa się poprzez zastosowanie jednego lub kilku czynników stresowych 

takich jak szok temperaturowy lub osmotyczny, stosowanie regulatorów wzrostu czy 

modyfikacja źródła węgla [78-83]. Wykorzystując proces androgenezy można uzyskać 

rośliny homozygotyczne w znacznie krótszym czasie niż stosując chów wsobny [84, 85]. 

Mimo oczywistych zalet procesu androgenezy, należy wymienić występowanie szeregu 

problemów, jak niską efektywność regeneracji zielonych roślin, która w dużej mierze jest 

spowodowana występowaniem roślin albinotycznych [86] czy występowanie zmienności 

(epi)genetycznej identyfikowanej na poziome regenerantów [87]. 

Rośliny homozygotyczne można również wyprowadzić wykorzystując gynogenezę 

gdzie następuje rozwój rośliny haploidalnej z gametofitu żeńskiego (woreczka 

zalążkowego lub niezapylonych zalążków [88, 89]. Inną opcją jest technika eliminacji 

chromosomów jednego z rodziców w krzyżowaniach oddalonych (metoda krzyżowania 

z Hordeum bulbosum) [90]. 

Wśród czynników wpływających na regenerację roślin metodami kultur in vitro 

należy wymienić takie, które są związane z rośliną będącą dawcą eksplantatu, a więc 

rośliną donorową (mateczną), będą to: gatunek [91, 92, 86, 93-95], genotyp [96, 97], stan 

fizjologiczny [98], wiek [99], stadium rozwojowe rośliny donorowej [100, 101] oraz 

źródło eksplantatu [102-104]. Drugą grupę czynników stanowią te, które są związane 

ze środowiskiem zewnętrznym, a więc z warunkami prowadzenia kultury tkankowej 

i należą do nich: skład pożywki [105], czas trwania kultury in vitro [106] i ilość pasaży 

[107], temperatura [108], oświetlenie [109], a także szczególnie w przypadku androgenezy 

rodzaj stresu abiotycznego [110], który inicjuje proces przeprogramowania niedojrzałych 

mikrospor z rozwoju gametofitowego na sporofitowy [111]. 

Dla wielu roślin uzyskanie regenerantów na drodze somatycznej embriogenezy jest 

procesem dość łatwym. Gatunkiem, który dobrze poddaje się procesowi SE jest np. 

marchew [112, 113] czy też inne modelowe rośliny jak lucerna [114], kukurydza [115] czy 

ryż [116]. Od czasu pierwszych badań poświęconych SE u marchwi stale rosła liczba 

roślin wyższych, z których uzyskiwano zarodki somatyczne i regenerowano rośliny. 

Zjawisko SE udokumentowano u co najmniej 200 gatunków roślin okrytozalążkowych 

[117]. U niektórych gatunków jednak z większą trudnością dochodzi do zainicjowania 
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powstawania struktur embriogenicznych, zarodków somatycznych oraz do regeneracji 

roślin [118]. 

Proces androgenezy w kulturach in vitro jest zależny od gatunku i nie wszystkie 

gatunki w równym stopniu reagują na jego indukcję, np. gatunki, uważane za modelowe 

w badaniu tego procesu, reagują dość dobrze. Tak jest w przypadku niektórych linii 

rzepaku (Brassica napus L.) [91], tytoniu (Nicotiana tabacum L.) [95] czy jęczmienia 

(Hordeum vulgare L.) [86]. Inne gatunki, uznane za oporne, prezentują niską lub bardzo 

niską odpowiedź androgeniczną, a w innych przypadkach protokół pozwalający na 

efektywne regenerowanie roślin na drodze androgenezy wciąż czeka na opracowanie, jak 

w przypadku gatunków ważnych ze względów rolniczych, takich jak choćby groch [92, 

93] czy pomidor (Solanum lycopersicum L.) [94]. Odpowiedź androgeniczna wielu innych 

gatunków znajduje się pomiędzy tymi dwoma skrajnymi efektywnościami regeneracji na 

drodze androgenezy. U gatunków tych można zaindukować proces embriogenezy 

z mikrospor, ale nie ma jeszcze opracowanych wydajnych protokołów regeneracji; tu 

dobrym przykładem są rośliny drzewiaste [119-121]. 

Dotychczas przeanalizowano wiele składników pożywek do kultur in vitro. Należy 

wyróżnić związki organiczne, do których zalicza się przede wszystkim cukry (źródło 

węgla), witaminy, aminokwasy oraz regulatory wzrostu i rozwoju (fitohormony, hormony 

roślinne) oraz mikro- i makroelementy [122]. W kulturach in vitro stosuje się auksyny 

naturalne (kwas indolilo-3-octowy: IAA czy kwas indolilo-3-masłowy: IBA) oraz auksyny 

syntetyczne (kwas naftylo-1-octowy: NAA), 2,4D, Dicamba i kwas 4-amino-3,5,6-

trichloropikolinowy: Picloram). Zastosowanie mają również cytokininy naturalne (zeatyna) 

i syntetyczne (N-6-furfuryladenina: kinetyna, 6-benzyloadeninopuryna: BA,  

6-benzyloaminopuryna: BAP) oraz gibereliny (kwas giberelinowy: GA3) czy też inhibitory 

wzrostu takie jak np. kwas abscysynowy (ABA). Liczne badania dotyczące wpływu 

fitohormonów na powstawanie roślin w kulturach in vitro wskazują, że prawidłowy dobór 

stężeń fitohormonów i auksyn jest niezbędny by regeneracja roślin mogła mieć miejsce. 

Wśród mikroelementów na uwagę zasługują takie jak miedź i srebro, które wydają 

się pozytywnie wpływać na przebieg somatycznej embriogenezy i androgenezy. Jony 

miedzi z powodzeniem stosuje się w kulturach in vitro do poprawy wydajności regeneracji 

zielonych roślin zarówno w somatycznej embriogenezie jak i androgenezie [123]. 

Stwierdzono pozytywny wpływ siarczanu miedzi (CuSO4) w ilości 0,025 mg l
-1

 na 

produkcję i regenerację kalusa uzyskanego w kulturach dojrzałych zarodków 
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zygotycznych u pszenicy [124]. Z kolei u pszenżyta stężenie CuSO4 wynoszące 

optymalnie 10 μM, przy badanym zakresie 0,1-100 μM, znacząco poprawiło regenerację 

pędów [125]. W przypadku somatycznej embriogenezy mikrospor jęczmienia pozytywne 

efekty regeneracji roślin zanotowano przy stężeniu 10 μM CuSO4, gdzie obserwowano 

wzrost ilości zielonych zregenerowanych roślin z 1,4% (bez CuSO4) do 20,1% (z CuSO4) 

[126]. Stwierdzono, że wysokie stężenie CuSO4 ma działanie toksyczne na powstawanie 

embriogennych kalusów u pszenicy, ponieważ dodatek 50 i 100 µM CuSO4 hamował ich 

tworzenie, negatywnie wpływał na regenerację pędów i zwiększał odsetek roślin 

albinotycznych [127]. Z kolei w przypadku androgenezy u jęczmienia najlepsze wyniki 

osiągnięto przy stężeniu 10 μM (100- krotnie wyższej niż kontrola) [128]. Azotan srebra 

(AgNO3) wykazuje pozytywne działanie na embriogenezę somatyczną [129]. Wpływ 

egzogennych jonów w postaci srebra w pożywkach w kulturach in vitro reguluje 

aktywność etylenu, który stanowi naturalny hormon roślinny odpowiadający między 

innymi za organogenezę bezpośrednią i pośrednią, embriogenezę somatyczną, 

ukorzenianie mikropędów in vitro, wzrost i kwitnienie roślin, starzenie się kwiatów, 

dojrzewanie owoców i kiełkowanie nasion [130, 131]. Zastosowanie azotanu srebra do 

indukowania somatycznej embriogenezy poprawiło regenerację roślin u jęczmienia 

(H. vulgare L.) [132], pszenicy (T. aestivum L.) [133], kukurydzy (Zea mays L.) [134] 

i ryżu (Oryza sativa L.) [135]. W przypadku androgenezy u pszenicy wykazano pozytywne 

działanie azotanu srebra dodawanego w ilości 50 mg l
-1

 w połączeniu z regulatorami 

wzrostu roślin takimi jak IAA (1,0 mg l
-1

) i kinetyna (0,5 mg l
-1

). W przypadku tych kultur 

zaobserwowano zwiększenie indukcji zielonych roślin oraz mniejszą ilość roślin 

albinotycznych [136]. 

Czas prowadzenia kultur in vitro oraz liczba pasaży skutkują utratą potencjału 

regeneracyjnego, jak dowiedziono w pracach nad fiołkiem afrykańskim 

(Saintpaulia ionantha H. Wendl) [137] czy u bananowca (Musa L.), gdzie obserwowano 

spadek tempa uzyskiwania nowych roślin [138]. Temperatura to istotny czynnik 

wpływający na regenerację zielonych roślin u pszenżyta. Wykazano, że u tego gatunku 

warunki wzrostu roślin wyjściowych w tym środowisko fizyczne (natężenie światła, 

fotoperiod, i temperatura) mają istotny wpływ na odpowiedź kultury pylnikowej [139]. 

Wykazano, że niższa temperatura sprzyjała regeneracji roślin albinotycznych oraz 

zielonych [140]. 
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1.6. Zmienność związana z uzyskiwaniem roślin na drodze kultur 

tkankowych 

Ze względu na warunki regeneracji roślin metodami kultur in vitro taki sposób 

uzyskiwania roślin może być źródłem zmienności ujawniającej się u regenerantów, zmiany 

te określa się terminem „zmienność wywołana kulturą in vitro” [141] (ang. tissue culture-

induced variation: TCIV) lub „zmienność somaklonalna” [142]. O ile TCIV opisuje 

zmiany obserwowane u regenerantów bez analizy ich dziedziczenia w cyklu 

generatywnym [141], to zmienność somaklonalna nie wyklucza z obserwacji zmian 

dziedziczonych w cyklu generatywnym. 

Przez długi czas uważano, że kultury in vitro nie indukują zmienności, a różnice 

ujawniane między regenerantami, to wynik zmienności swoistej (ang. pre-existing 

variation) występującej w komórkach eksplantatu [143]. Prowadziło to do bagatelizowania 

zjawiska [144] czy też wręcz do kwestionowania jego występowania. Badanie tej 

zmienności przy pomocy ilościowego real-time PCR, wykazało, że poziom zmienności 

swoistej jest niski w porównaniu z mutacjami jakie identyfikowano w komórkach fiołka 

afrykańskiego (Saintpaulia) uzyskiwanego poprzez kultury tkankowe [145]. Uzyskane 

wyniki jednoznacznie wskazały na pochodzenie mutacji oraz potwierdziły, że zmienność 

somaklonalna jest spowodowana głównie przez generowane od nowa mutacje powstające 

podczas utrzymywania kultury in vitro. Mając na uwadze fakt, że zmienność swoista, 

mimo tego, że niższa niż zmienność wywołana kulturą tkankową, może zaburzać ilościową 

charakterystykę zmienności u regenerantów, należy ją uwzględniać w badaniach [87, 146] 

oraz kontrolować jej poziom lub usuwać jej źródła. Rozwiązaniem jest stosowanie roślin 

homozygotycznych jako źródła eksplantatów [141, 147]. 

TCIV jest zależna od działania stresów [148], genotypu [149], źródła eksplantatu 

[150], sposobu regeneracji [151], składu pożywki (uwzględniając: regulatory wzrostu 

[152]), czasu trwania kultury i liczby pasaży [153]. 

Uzyskiwanie roślin poprzez kultury tkankowe wymaga warunków sprzyjających 

regeneracji (stresy abiotyczne: np., temperatura, oświetlenie, ciśnienie osmotyczne). 

Działanie tych stresów może przejawiać się na poziomie zmienności somaklonalnej [154]. 

Wpływ stresu cieplnego odnotowano w roślinach fasoli (Vigna aconitifolia (Jacq.) 

Marechal), gdzie analiza wykonana techniką RAPD wykazała obecność nowego fragmentu 

DNA u regenerantów uzyskanych w temperaturze 47°C, wskazując na mutagenne 
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działanie szoku termicznego w kalusie oraz u zregenerowanych roślin [155]. Stres 

wywołany silnym oświetleniem zastosowanym podczas utrzymania kultury tkankowej 

może prowadzić do produkcji wolnych rodników (ang. reactive oxygen species: ROS) 

[156] zaś te, mogą bezpośrednio wpływać na cykl komórkowy i powodować uszkodzenia 

białek enzymatycznych, błon komórkowych oraz DNA [157] i być podłożem zmienności 

somaklonalnej [158]. Ponadto, silne oświetlenie podczas inkubacji eksplantatów może 

prowadzić do podwyższenia temperatury w zamkniętych szalkach lub innych naczyniach 

hodowlanych i powodować stres cieplny [157]. Do wywołania stresu osmotycznego 

wykorzystywany jest np., glikol polietylenowy, takie warunki mogą prowadzić do 

pojawienia się zmienności, co obserwowano u regenerantów ryżu uzyskiwanych 

w kulturach pylnikowych [159]. 

Wśród czynników wpływających na zmienność obserwowaną u regenerantów, 

genotyp jest prawdopodobnie najważniejszą jej determinantą. Wpływ tego czynnika może 

wiązać się z różną wrażliwością poszczególnych genotypów na stres. W badaniach 

poświęconych regenerantom świerka czarnego (Picea mariana P. Mill.) i białego 

(P. glauca (MOENCH) VOSS) obserwowano różne warianty fenotypowe, które były 

związane z genotypem, z którego pobierano eksplantaty i uzyskiwano rośliny na drodze 

somatycznej embriogenezy [160]. Podobnie w kulturach kalusowych truskawki (Fragaria 

× Ananassa) genotyp i rodzaj eksplantatu silnie wpływały na występowanie zmienności 

somaklonalnej [161]. Badania realizowane na regenerantach żyta (S. cereale L.), 

dostarczają dalszych dowodów na to, że charakter zmienności, tym razem odnoszącej się 

do zmian w strukturze chromosomów, obserwowanych u regenerowanych roślin, jest 

zależny od genotypu, i że oprócz ilościowej i strukturalnej zmienności chromosomowej, 

przesunięcia w częstotliwości występowania chiazm i ich dystrybucji (zmiany 

w rekombinacji genetycznej), mogą wystąpić w wyniku zmienności somaklonalnej [162]. 

Eksplantaty wykorzystywane do założenia kultur in vitro zazwyczaj składają się 

z komórek, które są zróżnicowane pod względem fazy rozwojowej, wieku, poziomu 

mutacji genetycznych albo też ploidalności. Wykorzystanie jako eksplantatów tkanek 

niezróżnicowanych lub tkanek merystematycznych sprzyja zachowaniu jednorodności 

morfologicznej lub genetycznej między regenerantami, natomiast wykorzystanie wysoko 

zróżnicowanych tkanek (łodygi, liście, korzenie) prowadzi do większego zróżnicowania 

[163]. Tak więc, różne eksplantaty wybrane do założenia kultury tkankowej mogą 

wpływać na charakter i częstotliwość występowania zmian somaklonalnych [164]. 
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Przygotowanie eksplantatów do kultury in vitro oraz utrzymywanie kultury tkankowej 

narażają eksplantaty na stres oksydacyjny [165, 166]. Regeneracja roślin przebiegająca 

z fazą kalusa także wywołuje stres [167]. Wykazano, że zmienność somaklonalna częściej 

pojawia się u regenerantów, które są uzyskiwane z fazą kalusa. Etap ten jest także uważany 

za wpływający na zmiany w metylacji DNA [168]. 

Kolejnym czynnikiem wpływającym na powstawanie zmienności somaklonalnej jest 

czas utrzymywania roślinnej kultury tkankowej oraz liczba pasaży [169, 170]. Po ósmym 

pasażu kultury in vitro bananowca (Musa L.) wzrosła ilość wariantów somaklonalnych 

(zmiany w morfologii roślin) [138]. Powtarzające się pasaże zwiększają możliwość 

mutacji, jak dowiedziono w pracach nad fiołkiem afrykańskim (Saintpaulia ionantha 

H. Wendl), gdzie obserwowano duże zróżnicowanie, zarówno jakościowe, jak i ilościowe, 

potencjału morfogenetycznego odmian rozmnażanych in vitro [137]. Przypuszcza się, że 

zmienność wywołana kulturą in vitro jest bardziej wynikiem stopniowej akumulacji 

mutacji w czasie niż wzrostu tempa mutacji w starzejącej się kulturze tkankowej [171]. 

Sposobem na ograniczenie ilości regenerantów charakteryzujących się wyższym 

poziomem zmienności wywołanej kulturą in vitro w stosunku do roślin donorowych jest 

zmniejszenie liczby pasaży a tym samym czasu trwania kultury tkankowej. Taki zabieg, 

skrócenia utrzymywania kultur do czterech miesięcy, zastosowano w kulturach 

zawiesinowych kawy, gdzie po dokonaniu oceny ploidalności w agregatach komórek 

embriogennych odnotowano niestabilność ploidalności [172]. Ponadto wraz z czasem 

trwania kultury tkankowej może dochodzić do zmian w metylacji DNA, co zostało 

zaobserwowane u palmy olejowej (Elaeis guineensis Jacq.), gdzie wzrost metylacji 

powodował modulację ekspresji zdolności embriogenicznych palmy olejowej podczas 

kultury tkankowej [173]. 

Innym czynnikiem wpływającym na powstanie TCIV może być skład pożywek 

stosowanych w kulturach in vitro. Substancje dodawane do pożywek można podzielić na 

organiczne, do których zalicza się przede wszystkim cukry (źródło węgla), witaminy, 

aminokwasy oraz regulatory wzrostu i rozwoju, i mineralne (makro- i mikroelementy). 

Wśród regulatorów wzrostu należy zwrócić uwagę na fitohormony. To właśnie hormony 

roślinne uważane są za jedną z głównych przyczyn powstawania zmienności 

somaklonalnej, poprzez zwiększenie tempa namnażania komórek i indukowanie 

powstawania pędów [174]. Do przygotowania pożywek do kultur in vitro stosuje się 

auksyny naturalne, takie jak np. IAA czy IBA oraz auksyny syntetyczne, takie jak NAA, 
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2,4D, Dicamba i Picloram. Stosuje się także cytokininy naturalne (zeatynę) i syntetyczne 

(kinetyna, BA, BAP) oraz gibereliny (GA3) czy też inhibitory wzrostu takie jak np. ABA. 

Liczne badania dotyczące wpływu fitohormonów na powstawanie roślin w kulturach 

in vitro wskazują, że niezbalansowany stosunek fitohormonów w pożywkach do kultur 

może prowadzić do zmiany ploidalności u roślin [175, 176]. Analiza cytologiczna roślin 

grochu (Pisum sativum L.) uzyskanych drogą kultur in vitro ujawniła zależności między 

częstością pojawiania się aneuploidów, a podwyższonym stężeniem fitohormonów. 

Szczególna kombinacja fitohormonów (NAA i IBA) skutkowała częstszym pojawianiem 

się triploidów, tetraploidów, oktaploidów, aneuploidów oraz roślin z wyższą ploidalnością. 

Oprócz zmian w ploidalności odnotowano dodatnią korelację między stężeniem 

podawanych fitohormonów, a zmianami w strukturze chromosomów (fragmentacja 

chromosomów, chromosomy koliste, mostki anafazowe) [177]. Nieco inny rodzaj 

zmienności może powodować IAA i inozytol, dodawane do pożywek do kultur in vitro; 

obserwowano między innymi rearanżacje DNA i zmiany metylacji w kulturach kalusa 

marchwi (D. carota L.) [178]. Jak wspomniano fitohormony mogą wpływać na poziom 

zmian dotyczących metylacji DNA u regenerowanych roślin, zmieniając tempo zmian 

metylacyjnych. W pracy poświęconej badaniu zmienności somaklonalnej u roślin 

bananowca, uzyskanych na drodze kultur tkankowych, wykazano, że dodatek syntetycznej 

auksyny 2,4-D do pożywki prowadził do wysokiego poziomu zdarzeń metylacyjnych, co 

w dużej mierze skutkowało zmianami fenotypowymi w zregenerowanych roślinach [152]. 

Najczęściej za zmienność wywołaną kulturą in vitro mogą odpowiadać takie fitohormony 

jak: 2,4-D, NAA i BAP [152, 179, 153]. Stwierdzono, że dodatek do pożywki syntetycznej 

auksyny 2,4-D powodował pęknięcia chromosomów oraz zwiększał częstości pojawiania 

się wymiany chromatyd siostrzanych (ang. Sister Chromatyd Exchange: SCE) [180]. 

Podobnie wysokie stężenie 2,4-D użyte do indukcji kalusa embriogenicznego u żyta miało 

silny wpływ na zmiany genetyczne, a w konsekwencji zmiany morfologiczne. Istotnym 

elementem pożywek są jony metali. Ich rola była omawiana już wcześniej [181]. 

Wystarczy nadmienić, że są one często kofaktorami reakcji enzymatycznych i tym samym 

mogą wpływać na procesy biochemiczne [182]. Niektóre z jonów mogą również 

uczestniczyć w procesach oksydacyjnych, co też może mieć wpływ na zmienność 

somaklonalną [183, 166]. 

  



PRZEGLĄD LITERATURY 

 24 

1.6.1. Biochemiczne aspekty zmienności wywołanej kulturą in vitro 

Stres, jakiemu poddawane są rośliny w kulturze tkankowej, może prowadzić do 

zaburzeń funkcjonowania cykli i szlaków komórkowych i w konsekwencji do zmienności 

wywołanej kulturą in vitro [142]. Badania zmienności wywołanej kulturą in vitro 

wykazały, że zaburzenia w procesie glikolizy, cyklu Krebsa, cyklu Yang’a [184] oraz 

szlaku transsulfuracji prowadzącego do syntezy glutationu [185] są powiązane ze 

zmiennością u regenerantów wyprowadzanych na drodze androgenezy u jęczmienia [186] 

i pszenżyta [187]. Wykazano również, że zaburzenia te wpływają na wydajność 

regeneracji zielonych roślin [185]. Stwierdzono, że zaburzenia biochemiczne są powiązane 

ze zmiennością sekwencyjną oraz zmianami epigenetycznymi u pszenżyta [181]. Rolę 

metylacji DNA zdają się potwierdzać wcześniejsze wyniki [188]. 

1.6.2. Molekularne źródła zmienności (epi)genetycznej wywołanej 

kulturą in vitro 

Na zmienność sekwencyjną mogą mieć wpływ takie zjawiska jak mutacje punktowe 

[189], delecje i insercje [190, 191], migracja elementów mobilnych [192] czy też 

występowanie rearanżacji chromosomowych [193] bądź poliploidyzacja genomów [194]. 

Występowanie mutacji punktowych będących wynikiem regeneracji roślin metodami 

kultur in vitro opisano w przypadku wielu gatunków roślin, ryżu (O. sativa L.) [195], 

banana (Musa spp., Cavendish sub-group AAA) [196], Arabidopsis [197] czy kakaowca 

(Theobroma cacao L.) [198]. Uważa się, że mutacje DNA powstają np., w wyniku 

modyfikacji DNA czy działania procesów oksydacyjnych [199]. Delecje i insercje mogą 

być skutkiem zjawiska zwanego poślizgiem polimerazy DNA (ang. polymerase slippage). 

Poślizg polimerazy prowadzi do błędów w replikacji obszarów mikrosatelitarnych 

skutkujących insercjami [200], rzadziej delecjami [201], jednej lub kilku powtórzonych 

jednostek. Badania molekularnych podstaw niestabilności sekwencji mikrosatelitarnych 

w kulturach in vitro sorga (Sorghum bicolor L.) wykazały ich związek z obniżoną 

ekspresją genu „mismatch” MLH3 [200]. Phillips i wsp. [202] stwierdzili, iż zwiększona 

liczba kopii sekwencji powtórzonych tandemowo w genomie roślin pochodzących z kultur 

tkankowych jest powodowana rekombinacją mitotyczną wynikającą z nierównomiernego 

crossing over między chromatydami siostrzanymi. Ponadto, na pojawianie się zmian 

o naturze genetycznej i epigenetycznej u roślin uzyskiwanych w kulturach in vitro [202], 

ma wpływ poprawne funkcjonowanie mechanizmów naprawy DNA takich jak, naprawa 
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przez wycinanie zasad (ang. Base Excision Repair: BER) lub nukleotydów (ang. 

Nucleotide Excision Repair: NER), naprawa błędnie sparowanych nukleotydów, (ang. 

Mismatch Repair: MMR), homologiczna (ang. Homologous Recombination Repair: HRR) 

i niehomologiczna rekombinacja (ang. Non Homologous End Joining: NHEJ). Przyczyn 

tego typu zmian, indukowanych przez hodowlę tkankową, można również upatrywać 

w zaburzeniu ekspresji genów kodujących enzymy mechanizmów naprawczych, co 

obserwowano u ryżu [203]. Źródłem zmienności somaklonalnej mogą być zmiany 

związane z zaburzeniami w liczbie i strukturze chromosomów [204], czego przykładem 

mogą być np. rearanżacje chromosomów [142]. Takie zmiany opisano między innymi 

u pszenżyta [205], które ze względu na swoje pochodzenie (mieszaniec zbóż, uzyskany 

sztucznie, nieustabilizowany genom) wydaje się być szczególnie podatne na działanie 

kultur in vitro. 

W literaturze fachowej do źródeł zmienności wywołanej kulturą in vitro zalicza się 

zmienność wzorów metylacji [206, 147]. Stwierdzono, że w zależności od gatunku poziom 

metylacji DNA u regenerantów może wzrastać lub maleć w odniesieniu do rośliny będącej 

źródłem eksplantatu. I tak metylacja DNA regenerantów wzrasta u jęczmienia [87], 

natomiast maleje u pszenżyta [207]. Przyczyny takiego zróżnicowania nie są oczywiste. 

Możliwe, że są one powiązane z różnicami w stabilności genomów tych gatunków. 

1.7. Metody badania zmienności wywołanej kulturą in vitro 

Początkowo występowanie zmienności wywołanej kulturą in vitro badano na 

poziomie morfologicznym [208]. Jednak tego typu zmiany zwykle są relatywnie rzadkie. 

Większe możliwości dawały techniki wykorzystujące elektroforezę białek [209]. Badania 

regenerantów pszenicy wyprowadzonych z niedojrzałych zarodków zygotycznych [210] 

i ich potomstwa [211] wykazały zróżnicowanie prążków we frakcji białek gliadynowych 

obecnych w materiale donorowym. Wraz z rozwojem technik molekularnych 

podejmowano próby ich wykorzystania do badania tej zmienności. Wykorzystanie RFLP, 

metody polegającej na trawieniu DNA endonukleazami restrykcji i rozdziale 

elektroforetycznym uzyskanych produktów w żelu agarozowym [212], ujawniło 

pojawianie się dodatkowych prążków u regenerantów soi (Glycine max (L.) Merrill), 

w stosunku do źródła eksplantatu [213]. Natomiast u regenerantów palmy olejowej 

(E. guineensis Jacq.) o nietypowych fenotypach stwierdzono zmniejszenie poziomu 

metylacji DNA [214]. Technika ta okazała się jednak zbyt mało precyzyjna gdyż nie 

zawsze była skuteczna w identyfikowaniu zmienności jak to miało miejsce w przypadku 
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regenerantów kostrzewy łąkowej (Festuca pratensis Huds.) wyprowadzonych w kulturach 

zawiesin i protoplastów [215]. Pewien postęp zanotowano wraz z wprowadzeniem RAPD. 

Metoda ta bazuje na powielaniu fragmentów DNA za pomocą łańcuchowej reakcji 

polimerazy DNA (PCR) [216]. Zastosowanie tej metody pozwoliło na identyfikację 

zróżnicowanego poziomu zmienności poczynając od jej braku u regenerantów [217-220], 

poprzez identyfikację na poziomie poniżej 5% [221-223], kończąc na poziomie, który 

zależał od stosowanych pożywek [224] i genotypu [225]. W badaniach nad ananasem 

(Ananas comosus) technika RAPD pozwoliła na wykrycie 18 polimorficznych fragmentów 

(z 420 identyfikowanych prążków) [226]. Analiza zmienności regenerantów ryżu 

wyprowadzonych z tarczki zarodkowej [227] pokazała, że poziom zmienności 

u regenerantów był zależny od wieku kultury. U regenerantów wyprowadzonych 

z dwuletniego kalusa obserwowano zmienność na poziomie 9%. Obserwowano zarówno 

pojawianie się jak i znikanie niektórych prążków. Sekwencjonowanie wybranych 

polimorficznych fragmentów RAPD pokazało, że zdecydowana większość zmian to 

mutacje punktowe, głównie substytucje [195]. Badania Linacero i wsp. [228] pozwoliły na 

wykrycie wysokiego poziomu zmienności w obszarach zwanych „hot spotami” (wysoce 

zmienne regiony DNA) u regenerantów żyta. Występowanie rejonów genomu 

o podwyższonej podatności na mutacje powiązano z demetylacją DNA tych obszarów 

[229]. 

W latach 90. XX wieku opracowano technikę zwaną SCAR (ang. Sequence 

Characterized Amplified Region) [230] W znacznej mierze jest ona podobna do RAPD 

jednak pozwala na powielanie bardziej specyficznych sekwencji DNA. Osiągnięto to 

poprzez zamianę losowej sekwencji markera RAPD na starter ukierunkowany na znane 

sekwencje genomu. Wykorzystanie tej metody przyczyniło się do wykrycia 

u regenerantów kukurydzy zmian w sekwencjach niekodujących. Zmiany te wiązano 

z migracją transpozonów należących do rodziny MITE (ang. Miniature Inverted 

Transposable Element). Stwierdzono również obecność mikrodelecji i zmian 

w mitochondrialnym DNA [231]. Do identyfikacji zmienności wywołanej kulturą in vitro 

przyczyniła się również technika powielenia fragmentów powtarzających się (SSR), 

w przypadku mangabeiry (Hancornia speciosa Gomes) [232] i jatrofy przeczyszczającej 

(Jatropha curcas L.) [233]. W przypadku tkanki kalusowej oraz regenerantów sorga 

zmienność identyfikowana za pomocą markerów SSR wynosiła 20,7% oraz 6,6% [200]. 

Natomiast badania wykonane na kiwi (Actinidis deliciosa) u roślin wyprowadzonych 
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in vivo i in vitro, pozwoliły na różnicowanie obu pul roślin czego nie udało się osiągnąć 

stosując markery RAPD [201]. 

Wariantem techniki SSR jest metoda ISSR (ang. Inter Simple Sequence Repeat). 

Odpowiednio dobrane startery pozwalają na powielanie obszarów genomu pomiędzy 

dwoma sekwencjami mikrosatelitarnymi [13]. Metoda ta pokazała, że zmienność 

wywołana kulturą in vitro występuje również i w takich obszarach genomu. Rostiana 

i wsp. [234] wykazali powstawanie lub utratę fragmentów DNA u regenerantów chrzanu 

pospolitego (Armoracia rusticana G. Gaertn.). Jednakże, technika ISSR okazała się 

nieskuteczna w badaniach regenerantów gerbery (Gerbera jamesonii Bolus) 

wyprowadzanych z różnych części rośliny [235]. 

Z historycznego punktu widzenia na uwagę zasługują również techniki REMAP 

(ang. Retrotransposon Microsatellite Amplified Polymorphism) i IRAP (ang. Inter 

Retrotransposon Amplified Polymorphism). Zostały one opracowane do badania 

zmienności w obrębie obszarów powtarzalnych sekwencji mobilnych. Technika REMAP 

bada polimorfizm między sekwencjami LTR (długie terminalne sekwencje powtórzone, 

ang. Long Terminal Repeat) a sekwencjami mikrosatelitarnymi. Metoda IRAP służy do 

powielania fragmentów pomiędzy długimi terminalnymi sekwencjami powtórzonymi 

[236]. Jednakże żadna z tych metod nie pozwoliła na identyfikację zmienności sekwencji 

mobilnych między regenerantami chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus L.) [237] czy 

ewentualnych zmian indukowanych długoterminowymi kulturami grochu [238]. 

Opracowanie technik markerów DNA łączących w sobie zalety RFLP i PCR 

a mianowicie metody AFLP [239] czy szeregu jej wariantów takich jak SAMPL 

(ang. Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loci), [240], MSAP 

(ang. Methylation Sensitive Amplification Polymorphism) [241], SSAP (ang. Sequence 

Specific Amplified Polymorphism) [242] i metAFLP (methylation-sensitive AFLP) [87] 

stworzyło nowe możliwości badawcze. Markery AFLP pozwoliły na wykrycie zmienności 

indukowanej u regenerantów wyprowadzonych z kultur in vitro u kocanki włoskiej 

(Helichrysum italicum (Roth) G.) [243]. Stwierdzono, że u 97.7% regenerantów 

występowały różnice w polimorfizmie powielanych fragmentów w odniesieniu do co 

najmniej jednego fragmentu, natomiast 99,3% fragmentów AFLP było monomorficznych 

(Perrini i in. 2009). Technika AFLP ujawniła również obecność „hot spot’ów” 

u regenerantów żyta wyprowadzonych na drodze embriogenezy w kulturach niedojrzałych 

zarodków zygotycznych. Poziom zmienności w tych obszarach sięgał 8,8% [244]. 
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Technika SAMPL służy do badania zmienności powiązanej z sekwencjami 

mikrosatelitarnymi i jest połączeniem metod AFLP i SSR [245]. W tym przypadku jeden 

z selektywnych starterów jest komplementarny do sekwencji mikrosatelitarnej, a drugi do 

sekwencji adaptora metody AFLP [246]. Mimo wydawałoby się dużej czułości metody, 

zdolnej do powielania wielu fragmentów genomu jednocześnie, jej zastosowanie 

u regenerantów banana (Musa) nie przyniosło żadnych rezultatów [247]. Kolejny wariant 

AFLP, a mianowicie SSAP, ukierunkowany na sekwencje retrotranspozonowe okazał się 

wydajniejszy niż SAMPL. Metoda wykazała 19,7% zmienności u regenerantów jęczmienia 

wyprowadzonych w pośredniej regeneracji w kulturach kwiatostanów [248]. Jednakże, 

dopiero wprowadzenie wariantów AFLP wykorzystujących endonukleazy restrykcji 

różniące się wrażliwością na metylację DNA przyniosło przełom w badaniach nad 

zmiennością wywołaną kulturą in vitro. Przykładem takiej metody jest wprowadzona przez 

Reyna-Lopez i wsp. [249] technika MSAP. Metoda ta wykorzystuje endonukleazy HpaII 

i MspI. Enzymy te rozpoznają te same sekwencje DNA jednak w zależności od ich 

metylacji wykazują różne zdolności do ich hydrolizowania [250]. Porównanie profili 

MSAP pozwala na określenie jaki rodzaj metylacji DNA ma miejsce. Analiza wzorów 

metylacji regenerantów trzciny cukrowej (Saccharum officinarum L.) [251], topoli czarnej 

(Populus nigra) [252] czy chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus L.) [253] wykazała, że 

zmiany takie rzeczywiście mają miejsce i dotyczą demetylacji DNA. Porównanie 

zmienności dwóch odmian winorośli (Vitis vinifera L.) i ich regenerantów 

wyprowadzonych z zarodków somatycznych pokazało wzrost poziomu metylacji 

wewnętrznej cytozyny w miejscu restrykcji u regenerantów odmiany Syrah (11,2%) 

i Chardonnay (13,9%), w odniesieniu do roślin donorowych (10,1% i 12,3% dla odmiany 

Syrah i Chardonnay) [254]. Metoda MSAP okazała się również skuteczna w badaniach 

u kawy arabskiej (Coffea arabica) [221] i ziemniaka [255]. Jej zastosowanie wykazało, że 

poziom zmienności metylacyjnej dochodził do 0,18% i do 8,5% odpowiednio dla obu 

gatunków. Podobne badania eleuterokoka kolczastego (Eleuterococcus senticosus) 

wykazały, że poziom zmienności wywołanej kulturą in vitro wynosił 11% 

w embriogenicznym i 17% w nieembriogenicznym kalusie [256]. Należy podkreślić, iż 

mimo dużej czułości i zdolności metody do identyfikacji zmienności wywołanej kulturą 

in vitro nie mogła ona identyfikować zmian związanych ze zmiennością sekwencyjną. 

Problem ten został rozwiązany wraz z wprowadzeniem techniki metAFLP. 
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Metoda metAFLP okazała się pomocna w analizie zmienności wywołanej kulturą 

in vitro u jęczmienia [257], pszenżyta [258] czy goryczki (Gentiana pannonica Scop) 

[259]. W przypadku wszystkich wymienionych gatunków stwierdzono, że kultury in vitro 

indukują zarówno zmienność sekwencyjną jak i metylacyjną. W przypadku pszenżyta 

[258] jak i jęczmienia [260, 186] wykazano, że zmienność we wzorach metylacji dotyczy 

głównie sekwencji symetrycznych natomiast obszary asymetryczne podlegają takim 

zmianom w mniejszym stopniu [261, 258]. Na uwagę zasługują również różnice 

w poziomie zmienności sekwencyjnej i metylacyjnej jęczmienia i pszenżyta. I tak 

u jęczmienia przeważają zmiany metylacji DNA natomiast u pszenżyta dominują zmiany 

sekwencyjne. Co ciekawe, u pszenżyta poziom metylacji DNA regenerantów maleje 

w stosunku do źródła eksplantatu a u jęczmienia rośnie. Warto również podkreślić, że 

połączenie metAFLP, metod badania metabolomu za pomocą spektroskopii fourierowskiej 

w podczerwieni (FTIR) (ang. Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy) [262] oraz 

modelowania równań strukturalnych (ang. Structural Equation Modeling: SEM), 

zastosowane do jęczmienia [186] i pszenżyta [187] pozwala na modelowanie zjawisk 

zachodzących podczas regeneracji roślin w kulturach in vitro. Wydaje się więc, że metoda 

metAFLP jest jedną z bardziej obiecujących metod jeśli mowa o badaniu zarówno 

zmienności wywołanej kulturą in vitro jak i zjawisk z nią powiązanych. 

1.8. Biologiczno-molekularny system badania zmienności wywołanej 

kulturą in vitro 

Ze względu na złożoność zmienności wywołanej kulturą in vitro, jej liczne źródła 

i zróżnicowane przyczyny powstawania oraz czynniki niezwiązane z nią, a mogące 

wpływać na poziom identyfikowanej zmienności, badanie zjawiska wymaga specjalnie do 

tego celu dedykowanego systemu biologicznego, molekularnego oraz analizy statystycznej 

wyników. 

Po raz pierwszy system biologiczny umożliwiający ilościową ocenę zmienności 

wywołanej kulturą in vitro opisano w 2007r. [87]. Celem minimalizacji zmienności 

swoistej przyjęto, że źródłem eksplantatu powinna być wyrównana pod względem 

genetycznym i epigenetycznym roślina będąca potomstwem generatywnym rośliny DH 

wyprowadzonej na drodze androgenezy. Roślina ta, źródło eksplantatu, służy do 

wyprowadzania regenerantów w zróżnicowanych warunkach eksperymentalnych. Roślina 

donorowa oraz jej regeneranty stanowią kluczowy element systemu biologicznego. 
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Wykorzystanie zróżnicowanych warunków eksperymentalnych umożliwia analizę ich 

wpływu na poziom zmienności (epi)genetycznej regenerantów. 

Oprócz systemu biologicznego konieczne jest wykorzystanie odpowiedniego 

systemu markerowego, który pozwala na jednoczesną analizę zmian sekwencyjnych 

i zmian wzorów metylacji DNA oraz ilościową ocenę takich zmian w odniesieniu do 

źródła eksplantatu. Takie możliwości stwarza między innymi technika metAFLP [141]. 

MetAFLP umożliwia ilościową ocenę zmian w genomowym DNA, odpowiadającym 

zarówno zmienności sekwencyjnej (zmienność sekwencyjna: SV) jak i metylacyjnej 

(obniżenie poziomu metylacji DNA-demetylacja: DMV; wprowadzenie metylacji do DNA 

-metylacja DNA de novo: DNMV). które następnie szacuje się ilościowo. Te 

identyfikowane zmiany w DNA (SV, DMV, DNMV) są składowymi zmienności 

wywołanej kulturą in vitro (TCIV). Identyfikacja takich zmian jest możliwa dzięki 

wykorzystaniu różnych właściwości endonukleaz KpnI i Acc65I będących 

izoschizomerami względem metylacji DNA. Ponadto, metoda pozwala na badanie 

metylacji symetrycznej typu CHG i CG oraz asymetrycznej typu CHH (gdzie H=A, C, T), 

takie właściwości metAFLP mogą być wykorzystane do badania (epi)genetycznych 

podstaw zjawiska. Wykorzystując selektywne startery, które na 3’-końcach mają 

sekwencje komplementarne względem symetrycznych lub asymetrycznych sekwencji 

DNA i porównując profile powielane za pomocą platformy KpnI/MseI i Acc65I/MseI dla 

rośliny będącej źródłem eksplantatu i jej regenerantów, identyfikuje się zdarzenia 

opisywane na poziomie markerów DNA. System ten został szczegółowo opisany 

w literaturze fachowej [141, 263], a jego skuteczność wykazano na przykładzie jęczmienia 

[257], pszenżyta [146], Arabidopsis [264], wiechliny rocznej (Poa annua) [265] czy 

Polyscias filicifolia [266]. Dopełnieniem systemu są liczne metody statystyczne takie jak 

np., ANOVA, która pozwala na oszacowanie różnic między badanymi grupami 

regenerantów. 

Opisany system biologiczno-molekularny może być również wykorzystany do 

optymalizacji warunków regeneracji roślin [263]. Do tego celu może być wykorzystana 

m. in., metoda Taguchiego, bazująca na analizie regresyjnej. Metoda ta umożliwia 

identyfikację takich warunków eksperymentalnych, które pozwalają na ukierunkowanie 

zjawiska (regeneracji roślin) w pożądanym kierunku. Metoda Taguchiego, została 

pierwotnie opracowana dla procesów technologicznych dotyczących np. oczyszczania 

ścieków i bioremediacji [267] oraz fermentacji [268]. Jej wykorzystanie opisano także 
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w przypadku optymalizacji warunków PCR [269]. Oczywistą zaletą tej metody jest 

możliwość redukcji liczby eksperymentów do niezbędnego minimum. Stosując metodę 

planu kompletnego (sprawdza się wszystkie możliwe warianty eksperymentalne) dla trzech 

zmiennych na trzech poziomach, należałoby wykonać aż 27 doświadczeń, natomiast 

metoda Taguchiego umożliwia ich redukcję do dziewięciu. Uwzględniając pracochłonność 

kultur in vitro oraz problemy z wyprowadzaniem regenerantów, zastosowanie wariantu 

regresyjnego jest uzasadnione. W literaturze opisano możliwość optymalizacji kultur 

in vitro w kierunku zwiększenia lub zmniejszenia poziomu zmienności wywołanej kulturą 

in vitro u jęczmienia [263].  
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2. HIPOTEZA BADAWCZA I CEL PRACY 

Biorąc pod uwagę sposób wyprowadzenia pszenżyta, jego niestabilność 

cytogenetyczną, znaczenie gospodarcze, łatwość regeneracji zarówno na drodze 

androgenezy jak i somatycznej embriogenezy, opisane liczne zmiany sekwencji i wzorów 

metylacji DNA powstające w kulturach in vitro, gatunek ten jest wyjątkowym obiektem 

badawczym, którego analiza umożliwia weryfikację wielu hipotez badawczych 

dotyczących kultur in vitro. 

Hipotezy 

1. Warunki kultur in vitro, a mianowicie m. in., stężenia jonów miedzi i srebra 

w pożywce indukującej oraz czas trwania kultur in vitro mogą wpływać na 

wydajność regeneracji zielonych roślin u jęczmienia, pszenżyta i pszenicy, 

a wydajność regeneracji można optymalizować poprzez dobór optymalnych 

stężeń jonów metali oraz czasu trwania kultur in vitro oraz stosując statystyczne 

metody optymalizacji warunków eksperymentalnych; 

2. Warunki kultur in vitro, a mianowicie m. in., stężenia jonów miedzi i srebra 

w pożywce indukującej oraz czas trwania kultur in vitro mogą wpływać na 

poziom zmienności wywołanej kulturą in vitro u pszenżyta wyprowadzanego na 

drodze androgenezy i somatycznej embriogenezy; 

3. Regeneracja roślin metodami kultur in vitro w zmiennych warunkach jonów 

miedzi i srebra oraz czasu trwania kultur będzie w różnym stopniu wpływać na 

poziom zmienności genetycznej oraz zmiany wzorów metylacji DNA w obrębie 

poszczególnych kontekstów sekwencyjnych (sekwencje symetryczne 

i asymetryczne); 

4. Regeneracja roślin metodami kultur in vitro na drodze androgenezy 

i somatycznej embriogenezy, ze względu na źródło eksplantatu użytego do 

uzyskania regenerantów różni się poziomem identyfikowanej zmienności. 
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Cele badań 

1. Optymalizacja warunków kultur in vitro uwzględniająca zróżnicowanie stężenia 

jonów miedzi i srebra w pożywce indukującej oraz zmienny czas trwania kultur, 

pozwalająca na zwiększenie wydajności regeneracji zielonych roślin na drodze 

androgenezy u jęczmienia, pszenżyta i pszenicy. 

2. Ocena wpływu jonów miedzi i srebra oraz czasu inkubacji eksplantatów na 

pożywkach indukujących, na TCIV i jej składowe u regenerantów pszenżyta, 

uzyskanych na drodze androgenezy w kulturach pylnikowych. 

3. Ocena wpływu jonów miedzi i srebra oraz czasu inkubacji eksplantatów na TCIV 

i jej składowe w regenerantach pszenżyta uzyskanych na drodze somatycznej 

embriogenezy w kulturach niedojrzałych zarodków zygotycznych. 

4. Porównanie składowych TCIV uzyskanych metodą metAFLP dla regenerantów 

pszenżyta wyprowadzonych na drodze androgenezy i embriogenezy somatycznej 

z uwzględnieniem warunków kultur in vitro.  
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3. MATERIAŁY I METODY BADAWCZE 

W publikacji P1 przedstawiono wyniki dla trzech gatunków zbóż (jęczmień jary 

(H. vulgare L., genotyp NAD2), pszenica ozima (T. aestivum L., Svilena) i pszenżyto 

ozime (× Triticosecale spp. Wittmack ex A. Camus 1927, genotyp T26/2)) 

wyprowadzonych na drodze androgenezy z kultur pylnikowych. 

Uzyskanie roślin donorowych 

Rośliny wyjściowe jęczmienia, pszenicy i pszenżyta hodowano w komorze 

fitotronowej w kontrolowanych warunkach: 16h/8h i 16°C/12°C dzień/ noc. Pędy 

kłosonośne zbierano, gdy mikrospory znajdowały się w stadium średnio- i późno 

jednojądrowym a następnie kłosy przetrzymywano w ciemności, w temperaturze 4°C, 

odpowiednio przez 20, 21 i 22 dni. Po tym czasie kłosy ścinano i sterylizowano a następnie 

wyjmowano pylniki i wykładano na pożywki indukujące (ang. induction medium: IM) 

odpowiednie dla poszczególnych zbóż dla: jęczmienia-N6L [270] z 2 mg l
-1

 2,4-D, 

0,5 mg l
-1

 NAA i 0,5 mg l
-1

 kinetyny; pszenicy-C17 [271] z 2 mg l
-1

 2,4-D, i 0,5 mg l
-1

 

kinetyny; pszenżyta-190-2 [272] z 2 mg l
-1

 2,4-D, i 0,5 mg l
-1

 kinetyny. Pylniki na IM 

inkubowano w ciemności w temp. 26°C do momentu pojawienie się kalusa, struktur 

zarodkopodobnych oraz zarodków. Po 3-5 tygodniach inkubacji na IM kalusy, struktury 

zarodkopodobne oraz zarodki były przenoszone na pożywki regeneracyjne K4NB [273] 

z 0,225 mg l
-1

 BAP dla jęczmienia oraz 190-2 [272] z 0,5 mg l
-1

 NAA i 1,5 mg l
-1

 kinetyny 

dla pszenicy i pszenżyta. Zregenerowane zielone rośliny były przenoszone do kolb na 

pożywkę ukorzeniającą N6I [270] suplementowaną 2 mg l
-1

 IAA jednakową dla 

wszystkich gatunków. Regeneranty w stadium siewki przesadzano do palet wysiewnych, 

a potem do wiader, i uprawiano do dojrzałości w warunkach szklarniowych. 

Z regenerantów zebrano nasiona i wysiano. Kiełkujące siewki (rośliny donorowe) będące 

generatywnym potomstwem regenerantów stanowiły źródło eksplantatów do uzyskania 

regenerantów w doświadczeniu optymalizującym gdzie ustalono warunki kultury in vitro 

optymalne do uzyskania zielonych regenerantów, zaś w drugim doświadczeniu 

(weryfikującym) zweryfikowano zoptymalizowane warunki regeneracji. Do doświadczenia 

weryfikującego proces optymalizacji przygotowano drugą partię roślin donorowych w taki 

sam sposób jak opisano powyżej. 
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Uzyskanie regenerantów na drodze androgenezy w kulturach pylnikowych 

W doświadczeniu optymalizującym warunki kultur in vitro, regeneranty uzyskiwano 

w kulturach pylnikowych, gdzie eksplantatem były pylniki z roślin donorowych. Protokół 

uzyskania regenerantów był taki sam jak w przypadku uzyskania roślin donorowych. 

Natomiast optymalizację oparto na metodzie regresyjnej Taguchiego, testując trzy 

czynniki, takie jak, stężenia CuSO4 (0,1; 5 i 10 µM) i AgNO3 (0; 10; 60 µM) w IM oraz 

czas inkubacji eksplantatów (21, 28 i 35 dni dla jęczmienia i 35, 42 i 49 dni dla pszenicy 

i pszenżyta) na IM (czas ten określono jako „czas trwania kultury tkankowej”. Dla trzech 

czynników i trzech poziomów stężeń i liczby dni zaprojektowano dziewięć wariantów 

doświadczenia (warianty nr. 1-9) różniących się stężeniami jonów Cu
2+

 i Ag
+
 oraz czasem 

inkubacji pylników na IM (Tab. 1). Wariant nr 1 był kontrolą (CuSO4–0,1 µM, AgNO3–

0 µM, czas 21 i 35 dni). Ocenę efektywności uzyskiwania zielonych regenerantów 

prowadzono poprzez ustalenie liczby zielonych roślin (ang. green plants: GP) oraz roślin 

albinotycznych (ang. albino plants: AP) w przeliczeniu na 100 wyłożonych pylników. 

W doświadczeniu weryfikującym sprawdzono warunki, które udało się wytypować 

w pierwszym etapie doświadczenia. W tym celu ponownie uzyskano regeneranty 

jęczmienia, pszenicy i pszenżyta w warunkach kontrolnych (wariant nr 10); warunki 

identyczne jak w wariancie nr 1 oraz w warunkach wytypowanych w kierunku uzyskania 

najwyższej liczby zielonych regenerantów (warianty: (11B) dla jęczmienia, (11W) dla 

pszenicy i (11T) dla pszenżyta). Dla jęczmienia warunki te były następujące: (wariant 

nr 11B): 10 µM CuSO4, 30 µM AgNO3, 21 dni; dla pszenicy: (wariant nr 11W): 0,1 µM 

CuSO4, 60 µM AgNO3, 37 dni; zaś dla pszenżyta: (wariant nr 11T): 10 µM CuSO4, 0 µM 

AgNO3, 49 dni. Także w tym doświadczeniu oszacowano liczbę GP i AP w przeliczeniu na 

100 wyłożonych pylników oraz podano poziom spontanicznego podwojenia dla 

wszystkich gatunków. 

W publikacji P2 zaprezentowano badania prowadzone na pszenżycie ozimym. 

Rośliny donorowe, podobnie jak i regeneranty do badań molekularnych, przygotowano tak 

jak w publikacji P1, stosując dziewięć wariantów doświadczenia (warianty nr. 1-9). 

Genomowy DNA, uzyskany ze świeżych liści młodych siewek 24 roślin donorowych 

i 44 regenerantów, analizowano techniką metAFLP [87, 141]. Obrazy prążków DNA 

uzyskane z rozdzielenia fragmentów DNA pochodzących z cięcia enzymami Acc65I 

i MseI oraz KpnI i MseI zostały przekształcone w matryce zero-jedynkowe. Obecność 
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prążka była kodowana jako "1", brak jako "0". Następnie matryce te zostały ze sobą 

zestawione. Zestawienie prążków DNA uzyskanych poprzez cięcie DNA enzymami 

Acc65I/MseI dostarcza informacji o zmianach w sekwencji i metylacji DNA (matryca A). 

Natomiast prążki uzyskane z rozdzielenia fragmentów DNA trawionych przez 

endonukleazy restrykcji KpnI/MseI dostarczają jedynie informacji o zmianach 

w sekwencji DNA (matryca K). Zestawienie tych dwóch matryc pozwala na wirtualną 

ekstrakcję fragmentów DNA związanych tylko ze zmianami metylacji DNA (matryca M). 

Ocenę przydatności systemu markerowego opartego na technice metAFLP do 

prowadzonych badań wykonano w programie GenAlex (dodatek do Excel) [274] 

określając procent polimorficznych loci (%P), heterozygotyczność (He) i indeks stopnia 

polimorfizmu (ang. Polymorphic Information Content: PIC). Identyfikację podobieństwa 

materiałów badawczych przeprowadzono stosując hierarchiczną analizę skupień metodą 

średnich połączeń UPGMA (ang. Unweight Pair Group Method with Arithmetic Mean) ze 

współczynnikiem podobieństwa Jacquarda opartą na danych sekwencyjnych (matryca K) 

oraz na danych dotyczących zmian we wzorach metylacji DNA (matryca M). Do analizy 

wykorzystano oprogramowanie XLSTAT [275]. 

Ponadto, zestawienie ze sobą matryc 0-1 pochodzących z cięcia DNA dwoma 

różnymi zestawami enzymów restrykcyjnych pozwoliło na ocenę jakościową i ilościową 

zmian takich jak demetylacja DNA (DMV), metylacja de novo DNA (DNMV) i zmienność 

sekwencyjna DNA (SV). Oszacowano także poziom zmienności wywołanej kulturą 

in vitro (TCIV), która jest sumą poszczególnych typów zmian (składowe zmienności) 

identyfikowanych u regenerantów. Ilościowa charakterystyka dotyczyła także zmian 

odnoszących się do poszczególnych sekwencji DNA takich jak CG, CHG i CHH. Do 

oszacowania różnic między średnimi wartościami dla składowych metAFLP (TCIV, SV, 

DMV, DNMV) w określonych kontekstach sekwencji (CHH, CG, CHG) 

i w poszczególnych warunkach regeneracji (wariantach nr. 1-9) zastosowano analizę 

wariancji (ANOVA) z testami post-hoc Gamesa-Howella i Tukeya. 

W publikacji P3 zamieszczono wyniki badań wykonane na pszenżycie ozimym. 

Rośliny donorowe wyprowadzono na drodze androgenezy analogicznie jak opisano 

w publikacji P1. Regeneranty uzyskano na drodze somatycznej embriogenezy 

z niedojrzałych zarodków zygotycznych, testując dziewięć wariantów doświadczenia 

(warianty nr. 1-9). 
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Uzyskanie regenerantów na drodze somatycznej embriogenezy w kulturach 

niedojrzałych zarodków zygotycznych 

Z dwudziestu roślin donorowych uprawianych w warunkach kontrolowanych 

w fitotronie pobierano kłosy z niedojrzałymi ziarniakami w 12-16 dni po zapyleniu. 

Pobrane niedojrzałe ziarniaki z zarodkami w fazie koleoptylarnej sterylizowano, 

a następnie zarodki zygotyczne wyłożono na stałą pożywkę indukującą-MS [276] 

z dodatkiem 2 mg l
-1

 2,4-D. Kultury utrzymywano w warunkach 16h/8h dzień/noc w temp. 

26°C. Długość etapu indukcji (czas inkubacji) obejmował czas od umieszczenia zarodków 

na IM do pobrania kalusów i przeniesienia ich na pożywkę regeneracyjną. Wariant nr 1 był 

traktowany jako kontrola. Wytworzony kalus, struktury zarodkopodobne i zarodki były 

przenoszone na pożywkę regeneracyjną 190-2 (R1) [272] uzupełnioną regulatorami 

wzrostu [277], 0,5 mg l
-1

 NAA i 0,5 mg l
-1

 kinetyny. Kultury na pożywkach 

regeneracyjnych prowadzono w warunkach 16h/8h dzień/noc w temp. 26°C. 

Zregenerowane, rośliny przenoszono do kolb na pożywkę ukorzeniającą 190-2 (N6J) 

z 2 mg l
-1

 IAA a gdy osiągnęły wielkość ok. 10-12 cm zostały wysadzone do doniczek, 

aklimatyzowane, a następnie poddane jarowizacji. Po okresie aklimatyzacji rośliny 

przeniesiono do szklarni i uprawiano w standardowych warunkach szklarniowych do 

osiągnięcia dojrzałości i zbioru nasion. Dla różnych roślin donorowych uzyskano od 0 do 

12 regenerantów w jednym wariancie doświadczenia. Do analizy wybrano regeneranty 

z jednej rośliny donorowej; regeneranty te reprezentowały wszystkie testowane warunki 

kultury in vitro (warianty nr. 1-9). Testowano 45 roślin, po pięć regenerantów z każdego 

wariantu doświadczenia. 

Do techniki metAFLP pozyskano DNA ze wszystkich uzyskanych roślin (20 roślin 

donorowych i 45 regenerantów). Analizy metAFLP wykonano zgodnie z uprzednio 

opublikowanymi protokołami [141, 263] a wykonane analizy były analogiczne do tych 

wykonanych w publikacji P2. 

W publikacji P4 wykorzystano wartości TCIV oraz jej składowych, SV, DMV, DNM 

wyrażone w procentach (%) dla regenerantów opisanych w P2 i P3. Porównano na 

wykresach ilościowe składowe TCIV uzyskane techniką metAFLP dla regenerantów 

z kultur pylnikowych i kultur niedojrzałych zarodków zygotycznych, uwzględniając 

również konteksty metylacji (CG, CHG i CHH). Wykresy zostały wygenerowane przy 

użyciu oprogramowania SCImago Graphica Beta 1.0.17 (www.graphica.app)  
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4. PREZENTACJA WYBRANYCH WYNIKÓW BADAŃ 

ORAZ ICH DYSKUSJA 

Postawione w niniejszej rozprawie doktorskiej cele badawcze zrealizowano w trzech 

etapach prac eksperymentalnych, których wyniki opisano w publikacjach P1-P4. 

W pierwszym etapie badań podjęto próbę optymalizacji warunków kultur in vitro bazując 

na zróżnicowanym stężeniu jonów miedzi i srebra w pożywce indukującej oraz zmiennym 

czasie trwania kultur u jęczmienia, pszenżyta i pszenicy w celu zwiększenia wydajności 

regeneracji zielonych roślin na drodze androgenezy (P1). W drugim etapie oceniono 

wpływ jonów miedzi i srebra oraz czasu inkubacji eksplantatów na pożywkach 

indukujących, na TCIV i jej składowe u regenerantów pszenżyta, uzyskanych na drodze, 

androgenezy w kulturach pylnikowych (P2) oraz somatycznej embriogenezy w kulturach 

niedojrzałych zarodków zygotycznych (P3). Trzecim etapem prezentowanych badań było 

porównanie regenerantów uzyskanych na drodze androgenezy i somatycznej embriogenezy 

w różnych warunkach kultur in vitro uwzględniając składowe TCIV uzyskane metodą 

metAFLP (P4). Poniżej przedstawiono opis uzyskanych wyników. 

Zwiększenie efektywności uzyskiwania zielonych regenerantów (P1) 

Kluczowym punktem badań opisanych w publikacji P1 a także w publikacjach P2 

i P3 było uzyskanie jednolitych pod względem morfologicznym i genetycznym roślin 

donorowych, które następnie były źródłem eksplantatów w doświadczeniu 

optymalizującym i weryfikującym. Uzyskano rośliny donorowe nie różniące się pod 

względem cech morfologicznych od roślin wyjściowych, z których zostały uzyskane. 

Rośliny donorowe będące generatywnym potomstwem regenerantów (DH) dzięki przejściu 

przez pojedynczy cykl samozapylenia są bardziej stabilne pod względem genetycznym jak 

i epigenetycznym w porównaniu z regenerantami [87]. 

Optymalizacja składu pożywek indukujących, wykonana w kierunku uzyskania 

największej liczby zielonych regenerantów, dla trzech gatunków zbóż wykazała, że 

zastosowane czynniki (CuSO4 i AgNO3 oraz czas inkubacji eksplantatów na IM) były 

istotne podczas uzyskiwania zielonych regenerantów, zaś różnice w ilości uzyskiwanych 

GP wynikały z różnych poziomów zastosowanych czynników, co zostało potwierdzone 

analizą wariancji (Tab. 1). 
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Tabela 1. Liczba zielonych regenerantów (GP) jęczmienia, pszenicy i pszenżyta uzyskanych 

w kulturach in vitro na 100 wyłożonych pylników na pożywki indukujące w doświadczeniu 

optymalizującym. 

Warianty 

doświadczenia 

Liczba GP Warunki kultury in vitro 

Jęczmień 

(J) 

Pszenica 

(Psz) 

Pszenżyto 

(Pż) 

CuSO4 

(µM) 

AgNO3 

(µM) 

Czas (dni, 

J/Psz/Pż) 

(1) (Kontrola) 0,64b
c†

 5,52
ab

 0,91
b
 0,1 0 21/35/35 

(2) 0,67
bc

 7,93
ab

 0,87
b
 0,1 10 28/42/42 

(3) 1,09
bc

 14,62
a
 1,52

b
 0,1 60 35/49/49 

(4) 0,45
bc

 14,07
ab

 0,71
b
 5 60 28/42/42 

(5) 0,10
c
 5,81

ab
 2,38

ab
 5 0 35/49/49 

(6) 2,12
ab

 4,33
b
 1,17

b
 5 10 21/35/35 

(7) 2,91
a
 4,44

ab
 3,79

ab
 10 10 35/49/49 

(8) 1,77
abc

 10,71
ab

 4,24
ab

 10 60 21/35/35 

(9) 0,54b
c
 5,67

ab
 6,06

a
 10 0 28/42/42 

ANOVA 

F 5,415 2,921 3,193 

 

p 0,0001 0,005 0,002 

†
Wartości oznaczone różnymi literami (a-c) w obrębie jednej kolumny różnią się istotnie (p < 0.05); 

grupowanie wykonane testem post-hoc Tukeya. 

 Dla każdego badanego gatunku, w oparciu o metodę Taguchiego, określono poziom 

użytych czynników w pożywce indukującej, przy czym warunki te były różne między 

gatunkami. Ponadto, stosując metodę Taguchiego zredukowano liczbę doświadczeń 

niezbędnych do optymalizacji warunków regeneracji roślin w kulturach in vitro z 27 dla 

planu kompletnego, obejmującego wszystkie możliwe kombinacje zastosowanych 

czynników i ich poziomów, do dziewięciu. 

Dla jęczmienia obserwowano pozytywny wpływ 10 µM CuSO4 w IM i brak efektu 

AgNO3 w stężeniu 10 μM na regenerację GP (wariant nr 7, Tab. 1). Wpływ uzupełnienia 

pożywek do kultur in vitro o CuSO4 w szerokim zakresie stężeń (10-80 µM) był już 

wcześniej badany [126]. Chociaż liczba GP zaprezentowana w publikacji P1 (0,1-2,91) 

była niższa niż w badaniu Jacquarda i wsp. [126] (0-106,6), to obserwowano poprawę 

liczebności zregenerowanych GP. Ponadto, ta rozbieżność w liczbie uzyskiwanych GP 
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może wynikać z użycia różnych genotypów, gdyż czynnik ten silnie determinuje 

wydajność regeneracji na drodze androgenezy [278]. Należy podkreślić, że stężenie CuSO4 

w pożywce nie może być zwiększane bez limitu; przy stężeniu >80 µM embriogeneza 

mikrospor jest całkowicie hamowana [126]. Ponadto Makowska i wsp. odnotowali wzrost 

liczebności GP u jęczmienia uzyskany w kulturach izolowanych mikrospor w obecności 

10 µM CuSO4 [279]. Dane te są zgodne z wynikami przedstawionymi w publikacji P1, co 

sugeruje, że stężenie 10 µM CuSO4 może korzystnie wpływać na poprawę wydajności 

regeneracji GP. Natomiast najwyższe stężenie AgNO3 (60 µM) nie gwarantowało 

najwyższej wydajności uzyskiwania zielonych regenerantów (wariant nr 3). Co ciekawe, 

żadne ze stężeń AgNO3 (0-60 µM; warianty nr. 1-3) w obecności najniższego stężenia 

CuSO4 nie prowadziło do wzrostu liczby GP. Ponadto, genotyp jęczmienia opisany 

w publikacji P1 wydaje się preferować pośredni czas inkubacji pylników na IM 

w porównaniu z kontrolą. Chociaż przyczyna tej obserwacji nie jest oczywista, 

prawdopodobnie bardzo krótki czas inkubacji pylników na IM nie jest wystarczający do 

regeneracji dużej liczby zielonych roślin, podczas gdy przedłużająca się inkubacja może 

prowadzić do hamowania regeneracji w wyniku gromadzenia się w IM substancji 

niesprzyjających kulturom pylnikowym jęczmienia. 

Dla pszenicy najwyższą wydajność regeneracji GP obserwowano w obecności 

najniższego stężenia CuSO4 (0,1 μM) i najwyższego AgNO3 (60 μM), przy zastosowaniu 

wydłużonego czasu inkubacji pylników na IM (wariant nr 3). Podobną zależność 

zaobserwowano dla trzech z czterech badanych genotypów pszenicy przy wyższym 

stężeniu AgNO3 (15-30 µM), gdzie obserwowano wyższą częstotliwość tworzenia 

zarodków w porównaniu z kontrolą [280]. Mając na uwadze pozytywny wpływ jonów 

Cu
2+

 na poprawę wydajności uzyskiwania regenerantów nie jest jasne, dlaczego pszenica 

preferuje raczej niskie niż wysokie stężenie CuSO4 w pożywce indukującej. Możliwe, że 

kultury pylnikowe pszenicy, a w szczególności genotyp zastosowany w badaniach 

opisanych w publikacji P1 (pszenica ozima Svilena), jest bardziej wrażliwy na toksyczność 

jonów Cu
2+

. Tę ostatnia hipotezę mogą potwierdzać badania, w których obserwowano 

różne reakcje innych genotypów pszenicy na obecność jonów Cu
2+

 [281]. Podczas 

uzyskiwania regenerantów pszenicy pośrednia (i przedłużona) długość etapu inkubacji 

pylników na IM skutkowała wyższą efektywnością niż ta, zastosowana w próbie kontrolnej 

(wariant nr 1), podobnie jak w przypadku jęczmienia. 
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W przypadku pszenżyta poprawa wydajności regeneracji GP była obserwowana 

przy najwyższym stężeniu CuSO4 (10 µM) i braku AgNO3 w IM (wariant nr 9), natomiast 

średnie stężenie CuSO4 i wysokie stężenie AgNO3 redukowało liczbę GP (wariant nr 4), 

a długość czasu inkubacji eksplantatów na IM nie miał istotnego wpływu na produkcję GP. 

W pracy Purnhauser’a i Gyulai [282] wykazano, że najlepsza regeneracja pędów pszenżyta 

następuje w zakresie 0,1-1 µM CuSO4, natomiast przy zastosowaniu 10 µM CuSO4 średnia 

liczba zregenerowanych pędów na kalus zmniejszyła się. W konsekwencji dalsze 

zwiększanie stężenia CuSO4 (do 100 µM) powodowało spadek liczby zregenerowanych 

pędów. Ponadto, wykazano, że szeroki zakres stężeń AgNO3 (1-100 µM) poprawiał 

regenerację pędów u pszenżyta w porównaniu z kontrolą pozbawioną jonów Ag
+
 

i zawierającą niskie stężenie jonów Cu
2+

. Jednak najbardziej wydajny proces powstawania 

pędów u pszenżyta obserwowano przy 1-10 µM AgNO3 [282]. Na podstawie wyników 

zaprezentowanych w publikacji P1 stwierdzono, że obecność AgNO3 w IM tylko 

nieznacznie wpływała na regenerację zielonych roślin, przy wysokim stężeniu CuSO4 

(warianty nr. 7-8). Wyniki te sugerują, że przynajmniej przy wysokich stężeniach CuSO4, 

AgNO3 ma ograniczony wpływ na regenerację zielonych roślin u pszenżyta. Najwyższą 

liczbę GP pszenżyta w doświadczeniu optymalizującym uzyskano przy pośrednim czasie 

inkubacji pylników na IM. 

W oparciu o metodę Taguchiego wytypowano zoptymalizowane warunki do 

poprawy wydajności uzyskiwania zielonych regenerantów. Warunki zoptymalizowane nie 

zawsze były takie same jak stężenia CuSO4 i AgNO3 oraz czas inkubacji, oparte na 

tablicach ortogonalnych używanych w metodzie Taguchiego, i wykorzystane na etapie 

optymalizacji doświadczenia. Dla poszczególnych gatunków w warunkach 

zoptymalizowanych uzyskano następujące liczebności regenerantów na 100 wyłożonych 

pylników dla: jęczmienia 0,95 GP/100P (kontrola-10) vs. 1,97 GP/100P (warunki 

zoptymalizowane-11B); pszenicy 4,95 GP/100P (kontrola-10) vs. 7,99 GP/100P (warunki 

zoptymalizowane-11W); pszenżyta 0,55 GP/100P (kontrola-10) vs. 1,61 GP/100P 

(warunki zoptymalizowane-11T). W warunkach zoptymalizowanych przy użyciu metody 

Taguchiego, w kierunku uzyskania większej liczby zielonych regenerantów, otrzymano 

2-3-krotnie wyższą liczbę GP w odniesieniu do kontroli, ale tylko w przypadku pszenżyta, 

ANOVA potwierdziła istotność różnicy między warunkami zoptymalizowanymi 

a kontrolą, tym samym potwierdzając skuteczność wykonanej optymalizacji. Doniesienia 

literaturowe również wskazują na różnice w liczbie uzyskanych zielonych regenerantów 
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w warunkach optymalnych i kontrolnych, przy czym ta różnica nie zawsze jest istotna 

[279]. Resumując, wykorzystanie metody Taguchiego w procesie optymalizacji warunków 

kultur in vitro okazało się przydatne i może być dobrą metodą w przypadku optymalizacji 

wielu czynników jednocześnie, przy ograniczonej dostępności materiału doświadczalnego. 

W publikacji P1 zaprezentowano wyniki dotyczące liczby roślin albinotycznych. 

Warunki zoptymalizowane w kierunku zwiększenia liczby GP, spowodowały zmniejszenie 

liczby albinotycznych regenerantów pochodzących z kultur pylnikowych jęczmienia 

i pszenżyta. Nie zauważono takiej prawidłowości w przypadku regenerantów 

pochodzących z kultur pylnikowych pszenicy. Dane dotyczące stosunku liczby 

regenerantów zielonych do albinotycznych przedstawiono jako stosunek GP do AP 

w warunkach kontrolnych oraz zoptymalizowanych dla: jęczmienia 1:6 (wariant nr 10) vs. 

1:4 (wariant nr 11B); pszenicy 1:0,5 (wariant nr 10) vs. 1:0,5 (wariant nr 11W); pszenżyta 

1:2 (wariant nr 10) vs. 1:0,5 (wariant nr 11T). Wyniki uzyskane dla jęczmienia i pszenżyta, 

można tłumaczyć działaniem siarczanu miedzi. Podobny wpływ CuSO4 na uzyskiwanie 

zielonych regenerantów vs albinotycznych obserwowano gdy jony Cu
2+

 były dodawane do 

pożywki regeneracyjnej [125] oraz do wstępnego traktowania kłosów jęczmienia, 

z których następnie pobierano pylniki [128]. Także dla pszenicy obserwowano 

zwiększenie ilości GP i zmniejszenie AP [283], jednak wyniki zawarte w publikacji P1 nie 

pozwoliły na stwierdzenie takiej zależności. 

W wyniku wykonanych prac nie uzyskano natomiast poprawy spontanicznej 

diploidyzacji genomu, mimo zwiększenia liczby GP. Należy podkreślić, że optymalizacja 

była wykonywana w kierunku zwiększenia liczby zielonych regenerantów, a nie poprawy 

wydajności spontanicznego podwajania. Zintensyfikowanie podwojenia liczby 

chromosomów w przypadku jęczmienia i pszenżyta, może odbywać się poprzez 

zastosowanie związków o działaniu antymitotycznym, przy czym spontaniczna duplikacja 

genomu nie stanowi problemu szczególnie u jęczmienia. 

Podsumowanie badań zaprezentowanych w publikacji P1 

 Proces optymalizacji warunków kultur in vitro w kierunku uzyskania poprawy 

wydajności uzyskiwania zielonych regenerantów skutkował wzrostem liczby GP 

pszenżyta w porównania z kontrolą, co wynika z wpływu zastosowanych jonów miedzi 

i srebra oraz czasu trwania kultury in vitro. 



WYNIKI I DYSKUSJA  

 43 

 W przypadku kultur pylnikowych jęczmienia i pszenżyta wykazano obniżenie 

liczebności albinotycznych regenerantów w stosunku do zregenerowanych zielonych 

roślin. 

 Ze wzrostem liczby zregenerowanych zielonych roślin nie obserwowano podwyższenia 

liczby spontanicznie podwojonych haploidów. 

 Metoda Taguchiego wybrana do optymalizacji zawartości jonów Cu
2+

 i Ag
+
 w pożywce 

indukującej oraz czasu inkubacji eksplantatów na IM pozwoliła na zredukowanie liczby 

wariantów eksperymentalnych z 27, wykonywanych w przypadku planu kompletnego, 

do dziewięciu. 

 Bazując na uzyskanych wynikach dowiedziono, że dodawanie do IM CuSO4 i AgNO3 

oraz modulacja czasu inkubacji eksplantatów na IM, prowadzi do zoptymalizowania 

warunków kultur pylnikowych i wpływa na poprawę uzyskiwania zielonych 

regenerantów badanych zbóż. 

Wpływ jonów metali i czasu na zmienność wywołaną kulturą in vitro (P2-P3) 

Pożywki indukujące, a w szczególności obecne w nich jony metali, ze względu na 

ich istotną rolę w procesach biochemicznych zachodzących w komórkach mogą odgrywać 

istotną rolę w odniesieniu do zmienności wywołanej kulturą in vitro. Ze względu na 

odmienne mechanizmy regeneracji roślin na drodze androgenezy i somatycznej 

embriogenezy można oczekiwać, że będą występowały różnice w poziomie zmienności 

zależne od stężeń tych jonów. 

Rośliny donorowe wykorzystane w procesie uzyskiwania regenerantów na drodze 

androgenezy wykazywały minimalny poziom heterozygotyczności (He) (0,003 i 0,007 dla 

danych sekwencyjnych (K) i metylacyjnych (M)) (P2), podobnie niską wartość He (0,007 

dla K i M) (P3) uzyskano dla roślin donorowych, z których pozyskiwano eksplantaty do 

somatycznej embriogenezy, taki wynik wskazuje, że źródło eksplantatu może w bardzo 

niewielkim stopniu wpływać na zmienność obserwowaną u regenerantów. Niemniej 

jednak, aby całkowicie wykluczyć możliwość wpływu wynikającego z różnego poziomu 

zmienności u poszczególnych roślin donorowych, a przez to ograniczyć wpływ genotypu 

[284, 149, 285] na zmienność wywołaną kulturą in vitro, z puli roślin donorowych, 

wybrano losowo jedną roślinę, a regeneranty pochodzące z tej rośliny zostały włączone do 

analiz. Taka procedura dała pewność, że zmiany obserwowane u regenerantów są 

wynikiem działania warunków kultur in vitro, a nie wynikają ze zmienności wprowadzonej 
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z eksplantatem (pre-existing variation). Hierarchiczna analiza skupień wykonana dla roślin 

donorowych wykazała obecność dwóch klastrów odzwierciedlających zmiany w sekwencji 

(K), oraz zmiany w metylacji (M) DNA badanych roślin (Ryc. 2). Ponadto, 

zaobserwowano niższy poziom zmienności dotyczącej sekwencji DNA, w porównaniu ze 

zmianami dotyczącymi metylacji (Ryc. 2). Wynik uzyskany dla roślin donorowych 

pszenżyta w publikacjach P2 i P3 jest zgodny z wcześniejszymi danymi dotyczącymi 

szacowania zmienności u roślin donorowych jęczmienia wykorzystywanych jako źródło 

eksplantatów do androgenezy [263] i somatycznej embriogenezy [261]. 

 

Rycina 2. Zróżnicowanie (epi)genetyczne roślin donorowych (D) pszenżyta, wykonane w oparciu 

o analizę skupień uwzględniającą markery sekwencyjne (K) i metylacyjne (M) ze 

współczynnikiem podobieństwa Jaccarda. 

Wykorzystanie techniki metAFLP łącznie z opracowanym uprzednio sposobem 

ilościowej oceny TCIV oraz jej składowych, umożliwiło ocenę zmienności sekwencyjnej, 

metylacji de novo i demetylacji DNA [141, 263] w odniesieniu do warunków kultury 

in vitro, uwzględniając uzupełnienie IM solami miedzi i srebra oraz modyfikując czas 

inkubacji eksplantatów (pylniki i niedojrzałe zarodki zygotyczne) na IM. Przyjmuje się, że 

skład pożywki [286-288] i czas utrzymywania kultury in vitro [289] mogą wpływać na 

zmienność wywołaną kulturą tkankową [260, 290, 262, 261]. Wykazano, że jony miedzi 

i srebra mogą wpływać na metylację DNA i zmienność sekwencyjną [186]. Ponadto, dla 

pszenżyta obserwowano pozytywny wpływ uzupełnienia IM o CuSO4 w stężeniu 10 µM 

na uzyskiwanie zielonych regenerantów (P1). Mając na uwadze powyższe obserwacje, 

spodziewano się, że uzupełnienie IM jonami Cu
2+

, Ag
+
 jak również zmiana długości czasu 
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inkubacji eksplantatów na IM może mieć wpływ na TCIV obserwowaną u regenerantów 

uzyskanych na drodze androgenezy (P2) i somatycznej embriogenezy u pszenżyta (P3). 

U regenerantów pszenżyta uzyskanych w kulturach pylnikowych (P2) najwyższą 

wartość TCIV-52,24% obserwowano dla wariantu doświadczenia nr 3, charakteryzującego 

się najniższym stężeniem jonów miedzi i najwyższym stężeniem jonów srebra w pożywce 

i z najdłuższym czasem inkubacji pylników na pożywkach indukujących (Tab. 2). 

Najniższe TCIV obserwowano dla wariantu nr 9 z najwyższym stężeniem jonów miedzi, 

brakiem jonów srebra i średnim czasem inkubacji pylników na pożywkach indukujących. 

Co ciekawe, warunki te odpowiadały największej liczbie zielonych regenerantów 

pszenżyta, jak wykazano w badaniach opublikowanych w pracy P1. Najbardziej znaczący 

udział w TCIV identyfikowanej u regenerantów uzyskanych na drodze androgenezy miały 

zmiany w sekwencji DNA mieszczące się w zakresie 43,76 (wariant nr. 3)-43,03% 

(wariant nr 9). Średnio obserwowano ponad 43% takich zmian, w porównaniu z około 

20% odnotowanymi we wcześniejszych pracach [146]. Ta prawie dwukrotna różnica 

mogła odzwierciedlać wpływ warunków prowadzenia kultury tkankowej (różne składy 

pożywek do kultur in vitro). Ponadto, najniższe wartości SV obserwowano przy 

najwyższym poziomie miedzi oraz przy skrajnych poziomach (niskim i wysokim) jonów 

Ag
+
, co wskazuje na brak wpływu jonów srebra na obserwowane zmiany w sekwencji 

DNA regenerantów pszenżyta. Podobną zależność dotyczącą SV odnotowano także 

u regenerantów jęczmienia uzyskanych w kulturach pylnikowych [263]. Niższe wartości 

w porównaniu z SV obserwowano dla zmian metylacyjnych. Demetylacja DNA mieściła 

się w granicach 5,08-5,26% i była najwyższa dla najniższego stężenia jonów Cu
2+

 

(0,1 μM) (wariant nr 3). Średnia wartość DMV była zbieżna z wynikami uzyskanymi we 

wcześniejszych pracach [146]. Zaobserwowano także różnice w poziomie metylacji 

de novo u regenerantów uzyskanych na drodze androgenezy w różnych warunkach kultur 

in vitro. Metylacja de novo mieściła się w granicach 3,13-3,48%, a najwyższy poziom 

DNMV dotyczył pośredniego stężenia jonów Cu
2+

 bez obecności jonów Ag
+
 i przy 

najdłuższym czasie inkubacji (49 dni) pylników na pożywkach indukujących (wariant nr 5) 

(Tab. 2). Najmniej nowych zdarzeń DNMV zaobserwowano w warunkach kontrolnych 

(wariant nr 1) i wariancie nr 2 przy niskich stężeniach Cu
2+

, Ag
+
 i pośrednim czasie 

inkubacji (42 dni). ANOVA wykazała różnice między poszczególnymi wariantami 

doświadczenia dla TCIV, SV i DNMV, i brak istotnych różnic dla DMV (Tab. 2). 
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Tabela 2. Średnie wartości zmienności wywołanej kulturą in vitro oraz jej składowych dla 

regenerantów pszenżyta uzyskanych na drodze androgenezy (P2) i somatycznej embriogenezy (P3) 

w różnych warunkach (WD: warianty doświadczenia 1-9) kultury in vitro. Wartości statystyki (F) 

oraz prawdopodobieństwa (p) dla analizy wariancji (ANOVA). 

WD
†
 

Składowe metAFLP (%)
††

 

Warunki kultury in vitro 

Androgeneza (P2) Somatyczna embriogeneza (P3) 

TCIV SV DMV DNMV TCIV SV DMV DNMV 
Cu

2+ 

(µM) 

Ag
+ 

(µM)
 

Czas 

(dni) 

(1) 51,84
a
 43,55

ab
 5,08

a
 3,21

c
 45,55

a
 38,45

a
 5,97

b
 1,12

a
 0,1 0 35 

(2) 51,73
ab

 43,47
abc

 5,14
a
 3,13

c
 45,62

a
 38,57

a
 5,93

b
 1,11

a
 0,1 2 42 

(3) 52,24
a
 43,76

a
 5,26

a
 3,22

bc
 45,47

a
 38,43

a
 5,93

b
 1,11

a
 0,1 10 49 

(4) 51,89
a
 43,39

abc
 5,11

a
 3,39

abc
 45,40

a
 38,35

a
 5,93

b
 1,11

a
 5 10 42 

(5) 52,12
a
 43,52

abc
 5,12

a
 3,48

a
 45,10

ab
 38,01

ab
 5,97

b
 1,12

a
 5 0 49 

(6) 51,78
ab

 43,20
c
 5,14

a
 3,44

ab
 45,10

ab
 38,01

ab
 5,97

b
 1,12

a
 5 2 35 

(7) 51,81
ab

 43,23
bc

 5,24
a
 3,34

abc
 44,36

b
 37,29

b
 5,95

b
 1,12

a
 10 2 49 

(8) 51,66
ab

 43,11
c
 5,19

a
 3,35

abc
 44,84

b
 37,39

b
 6,33

a
 1,12

a
 10 10 35 

(9) 51,50
b
 43,03

c
 5,12

a
 3,35

abc
 44,69

b
 37,32

b
 6,26

ab
 1,12

a
 10 0 42 

A

N

O

V

A 

F 2,794 3,202 2,045 7,923 8,750 15,534 27,199 1,160 

 

p 0,017 0,008 0,069 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,429 

†
(1), kontrola; (2–9), warianty doświadczenia optymalizacyjnego; 

††
Skróty: TCIV, SV, DMV, i DNMV odzwierciedlają zmienność wywołaną kulturą in vitro, zmienność 

sekwencyjną, demetylację i metylację de novo; wartości oznaczone różnymi literami (a-c) w obrębie jednej 

kolumny różnią się istotnie (p < 0.05); grupowanie wykonane testem post-hoc Tukeya. 

Natomiast grupowanie wykonane przy użyciu testu post-hoc Tukeya pokazało, że 

testowane warunki regeneracji miały swoje odzwierciedlenie w różnym poziomie zmian 

identyfikowanych u regenerantów, co świadczy o tym, że składniki pożywek są 

odpowiedzialne za TCIV. Chociaż w literaturze można znaleźć informacje dotyczące 

TCIV u regenerantów pszenżyta uzyskanych metodą androgenezy i embriogenezy 

somatycznej [291, 146], to w żadnym z tych badań nie próbowano modulować poziomu 

TCIV u regenerantów pszenżyta. Dane zaprezentowane w publikacji P2, dowodzą, że 
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zmiana stężenia składników IM i czasu inkubacji eksplantatów na IM może zwiększyć lub 

zmniejszyć poziom TCIV. Można przypuszczać, że to jony miedzi zastosowane 

w wyższych stężeniach były odpowiedzialne za najniższe wartości TCIV. Biorąc pod 

uwagę, że warunki zaproponowane w wariancie doświadczenia nr 9 sprzyjają najwyższej 

liczebności zielonych regeneratów pszenżyta (P1), fakt niskiego TCIV wydaje się być 

doskonałą przesłanką do wyboru takich warunków kultury in vitro, które nie tylko 

poprawią wydajność systemu pod względem produkcji zielonych regenerantów, ale także 

pozwolą na uzyskanie genetycznie jednorodnych roślin DH. 

Charakterystyka ilościowa danych uzyskanych techniką metAFLP dla regenerantów 

uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy (P3) wykazała, że najwyższy poziom 

TCIV, (w zakresie 44,36-45,55%) obserwowano dla wariantu nr 2, przy najniższym 

stężeniu jonów miedzi, pośrednim poziomie jonów srebra i pośrednim czasie inkubacji 

niedojrzałych zarodków zygotycznych na IM (Tab. 2). Podobnie przy niskim stężeniu 

jonów miedzi uzyskiwano najwyższe wartości dla TCIV u regenerantów pszenżyta 

uzyskanych w procesie androgenezy (P2). Z kolei najwyższy poziom zastosowanych 

jonów miedzi, pośredni poziom jonów srebra i najwyższy czas inkubacji spowodowały 

najmniejsze zmiany wywołane przez kulturę in vitro (wariant nr 7). Różny skład pożywek 

indukujących obejmujący dodatek jonów miedzi i srebra wraz z różnym czasem inkubacji 

niedojrzałych zarodków zygotycznych na IM różnicował regeneranty pochodzące 

z  różnych warunków doświadczenia (warianty nr. 1-9), uwzględniając poziom TCIV, co 

potwierdziła ANOVA (Tab. 2). Uzyskany, średni poziom TCIV dla regenerantów 

pszenżyta uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy (45,13%) zasadniczo nie 

odbiegał od poziomu zmian wywołanych podczas regeneracji roślin pszenżyta na drodze 

androgenezy (51,84%) (P2). Natomiast uzyskany wynik jest wyższy niż TCIV 

obserwowana u regenerantów jęczmienia (8,74%), uzyskanych w takim samym typie 

kultury tkankowej [261]. Tak znaczne różnice w poziomie TCIV w DNA regenerantów 

dwóch różnych gatunków zbóż mogą wynikać z różnic między gatunkami. Jęczmień jest 

gatunkiem samopylnym, diploidalnym, o 2n=14 chromosomów i wielkości genomu 

5,1 Gbp [292]. Z drugiej strony, pszenżyto to syntetyczny allopoliploidalny gatunek zboża, 

który łączy w swoim genomie chromosomy pszenicy i żyta. Kiedy genomy rodziców łączą 

się, tworząc złożony allopoliploidalny genom, może dojść do rearanżacji [293], co może 

prowadzić do niestabilności genomu hybrydowego [294]. Ponadto, zaobserwowano także 

wpływ dodatku do IM różnych stężeń jonów miedzi i srebra, czego odzwierciedleniem jest 



WYNIKI I DYSKUSJA  

 48 

poziom TCIV, i co potwierdziła ANOVA. Obecność jonów miedzi w pożywkach do kultur 

tkankowych, czy to w pożywkach indukujących czy też regeneracyjnych, wydaje się 

uzasadniona, biorąc pod uwagę znaczenie tego mikroelementu w funkcjonowaniu roślin 

[295]; miedź jest obecna w ponad 100 enzymach zaangażowanych w kluczowe procesy 

życiowe roślin [182]. Wśród składowych TCIV obserwowanych u regenerantów pszenżyta 

uzyskanych na drodze SE, zmienność genetyczna, tj. zmiany w sekwencji DNA, miały 

największy udział (38%) (P3). Przy czym najwyższej zmienności sekwencyjnej 

towarzyszyło najniższe stężenie jonów miedzi (wariant nr 2). Podobny udział zmian SV 

w TCIV odnotowano także u regenerantów pszenżyta wyprowadzonych zarówno na 

drodze somatycznej embriogenezy [146], jak i androgenezy (P2), [146], należy jednak 

zaznaczyć, że w badaniach Machczyńskiej i wsp. [146] poziom SV był niższy i wynosił 

ok. 19%. Udział zmian epigenetycznych, które dotyczyły spadku metylacji DNA 

(demetylacja) i wzrostu metylacji genomowego DNA (metylacja de novo) w porównaniu 

z roślinami donorowymi wynosił odpowiednio, około 6% i 1% (P3). Porównanie danych 

dla wariantów doświadczenia (warianty nr. 1-9) oparte na ANOVA dla poszczególnych 

składowych TCIV wykazało istotne różnice między wariantami doświadczenia dla SV 

i DMV, natomiast nie zaobserwowano różnic dla DNMV. Warunki kultur in vitro przy 

najniższym stężeniu CuSO4×5H2O skutkowały najwyższym poziomem zmienności 

genetycznej u regenerantów uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy (P3). Nie 

można wykluczyć, że minimalne stężenie jonów miedzi w IM nie zapewnia odpowiedniej 

ilości tego pierwiastka, pełniącego funkcję kofaktora w dysmutazie ponadtlenkowej Cu/Zn 

SOD. W konsekwencji może dojść do dysfunkcji tego enzymu i stresu oksydacyjnego, 

powodującego mutacje w DNA [296]. Obserwowane zmiany metylacji DNA 

u regenerantów uzyskanych na drodze SE (P3) były zdecydowanie niższe niż zmiany 

w sekwencji DNA. Ponadto, istotne różnice między regenerantami uzyskanymi w różnych 

warunkach kultur in vitro zaobserwowano tylko dla DMV, przy czym najniższy poziom 

DMV obserwowano w obecności minimalnego stężenia CuSO4×5H2O, zaś najwyższe 

stężenie jonów miedzi prowadziło do najwyższego poziomu DMV. Dane te są tylko 

częściowo zgodne z wynikami dla regenerantów uzyskanych w kulturach pylnikowych 

(P2). Wydaje się, że wysoki poziom DMV związany z maksymalnym użytym stężeniem 

CuSO4×5H2O może odzwierciedlać działanie miedzi jako czynnika odpowiedzialnego za 

produkcję wolnych rodników tlenowych (ang. reactive oxygen species: ROS). 

Podwyższony poziom ROS może prowadzić do zmian oksydacyjnych w metylowanej 
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cytozynie [297] oraz, poprzez mechanizmy naprawcze, do jej usunięcia [298], 

a w konsekwencji do obniżenia metylacji genomowego DNA. 

Technika metAFLP pozwala na wykonie analiz dotyczących szacowania zmienności 

w poszczególnych kontekstach sekwencji DNA, w których może lokalizować się 

metylowana cytozyna. W przypadku regenerantów pszenżyta uzyskanych na drodze 

androgenezy (P2), każdy kontekst był odmienny, przy czym najwięcej zmian 

obserwowano w dwóch kontekstach symetrycznych (SV_CHG-22,97-23,55% i SV_CG-

11,36-11,57%) i mniej w kontekście asymetrycznym (SV_CHH-8,54-8,75%; DMV_CHH-

0,73-0,89% oraz DNMV_CHH-0,37-0,71)%. Obserwowany rozkład zmienności nie jest 

zaskakujący, ponieważ powszechnie metylacja w kontekstach asymetrycznych występuje 

najrzadziej [299]. Jednak, mimo że metylacja w roślinnym DNA występuje częściej 

w symetrycznym kontekście CG niż w kontekście CHG [299] to w przypadku pszenżyta 

wyższą zmienność zaobserwowano właśnie w kontekście CHG. Szczegółowa analiza 

składowych TCIV w poszczególnych kontekstach sekwencji wskazała na istotne różnice, 

które obserwowano między wariantami doświadczenia dla: SV_CHG, SV_CG, SV_CHH, 

DMV_CHH i DNMV_CHH w przypadku regenerantów uzyskanych na drodze 

androgenezy (Tab. 3) (P2). Analiza ta pokazuje, że różnice między regenerantami 

uzyskanymi w testowanych warunkach kultury in vitro w kontekstach symetrycznych 

(CHG i CG) są widoczne tylko w przypadku zmienności sekwencyjnej. Natomiast 

zastanawiający może być brak różnic dotyczących zmian w metylacji DNA (DMV 

i DNMV) w obydwu kontekstach symetrycznych. Podobna analiza wykonana dla 

regenerantów jęczmienia uzyskanych na drodze androgenezy [263] i somatycznej 

embriogenezy [261] wskazała na różnice wynikające ze zmian w metylacji DNA. Nie 

można jednak wykluczyć, że obserwowane zmiany są związane ze specyfiką gatunkową-

jęczmień jest gatunkiem naturalnie diploidalnym. Jednocześnie pszenżyto jest sztucznym 

gatunkiem powstałym w wyniku skrzyżowania pszenicy i żyta, i jest cytologicznie [300], 

i genetycznie niestabilny [301]. W analizie tej jedyne różnice dotyczące zmian w metylacji 

DNA między regenerantami, wynikające z warunków utrzymania kultury in vitro, 

dotyczyły metylacji de novo w najmniej reprezentowanym asymetrycznym kontekście 

CHH. Najwyższy poziom DNMV w kontekście sekwencji CHH odnotowano w wariancie 

nr 5, Jednocześnie warunki te sprzyjały też najwyższemu poziomowi zmian 

sekwencyjnych w DNA w kontekście CG. Nie można wykluczyć, że czynnikiem, który 

wpłynął na najwyższy poziom obserwowanych zmian, był czas-najdłuższy 
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w prezentowanym eksperymencie. Ta obserwacja może odzwierciedlać ogólną zależność, 

zgodnie, z którą wydłużenie czasu utrzymania kultury in vitro wiąże się ze wzrostem 

poziomu zmienności somaklonalnej [173]. 

Tabela 3. Średnie wartości składowych zmienności wywołanej kulturą in vitro w określonych 

kontekstach sekwencji DNA dla regenerantów pszenżyta uzyskanych na drodze androgenezy (P2) 

i somatycznej embriogenezy (P3) w różnych warunkach (WD: warianty doświadczenia 1-9) 

kultury in vitro. 

W

WD 

Składowe metAFLP w kontekstach sekwencji DNA (%) 

Androgeneza (P2) Somatyczna embriogeneza (P3) 

SV_ 

CHG 

SV_ 

CG 

SV_ 

CHH 

DMV_ 

CHH 

DNMV_ 

CHH 

SV_ 

CHG 

SV_ 

CG 

DMV_ 

CG 

(1) 23,46
a†

 11,48
ab

 8,66
ab

 0,74
a
 0,37

a
 22,02

a
 6,20

c
 0,37

b
 

(2) 23,42
ab

 11,51
ab

 8,58
ab

 0,73
a
 0,37

a
 22,20

a
 6,20

c
 0,36

b
 

(3) 23,55
a
 11,52

ab
 8,73

ab
 0,89

a
 0,41

ab
 22,05

a
 6,20

c
 0,36

b
 

(4) 23,35
abc

 11,36
b
 8,70

ab
 0,74

a
 0,60

bcd
 21,98

ab
 6,20

c
 0,36

b
 

(5) 23,23
abc

 11,57
a
 8,75

a
 0,74

a
 0,71

d
 21,48

b
 6,21

bc
 0,37

b
 

(6) 23,16
bc

 11,52
ab

 8,54
b
 0,73

a
 0,69

cd
 21,48

b
 6,21

bc
 0,37

b
 

(7) 23,15
bc

 11,52
ab

 8,59
ab

 0,79
a
 0,55

bc
 20,87

c
 6,22

bc
 0,37

b
 

(8) 23,06
bc

 11,52
ab

 8,56
ab

 0,74
a
 0,55

bc
 20,96

c
 6,23

a
 0,73

a
 

(9) 22,97
c
 11,52

ab
 8,57

ab
 0,74

a
 0,55

bc
 20,88

c
 6,23

b
 0,73

c
 

A

N

O

V

A 

F 5,575 2,361 3,910 4,239 1143,106 23,214 6,951 2807,620 

p 0,0001 0,038 0,017 0,013 0,0001 0,0001 0,002 0,0001 

†
Wartości oznaczone różnymi literami (a-c) w obrębie jednej kolumny różnią się istotnie (p < 0,05); 

grupowanie wykonane testem post-hoc Tukeya. 

Badanie różnic między regenerantami uzyskanymi w kulturach niedojrzałych 

zarodków zygotycznych (P3) w różnych wariantach doświadczenia dla poszczególnych 

składowych TCIV z uwzględnieniem kontekstów sekwencji wykazało, że największa 

średnia SV była w kontekście SV_CHG (21,55%), a najmniejsza w CG (6,21%). Następnie 

od 4,44% do 0,45% zmian demetylacyjnych obserwowano w kontekstach CHG i CG, 
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a najmniej zmian było związanych z metylacją de novo (0,76-0%) (Publikacja P3, Fig.3). 

ANOVA wykazała istotne różnice między wariantami doświadczenia tylko dla SV_CHG, 

SV_CG i DMV_CG (Tab. 3). Różnice między regenerantami uzyskanymi w odrębnych 

warunkach kultury in vitro dla pozostałych składowych metAFLP i kontekstów sekwencji 

były nieistotne. ANOVA uwzględniająca poziom zmienności regenerantów z różnych 

wariantów doświadczenia w zakresie kontekstów sekwencji potencjalnie wskazała jony 

miedzi jako czynnik, który może wpływać na obserwowane zmiany. Zmienność wywołana 

kulturą in vitro, identyfikowana u regenerantów uzyskanych na drodze somatycznej 

embriogenezy była największa w kontekstach CHG i CHH (P3). Jest to wynik nieco 

odmienny od analogicznej analizy wykonanej dla regenerantów pszenżyta uzyskanych na 

drodze androgenezy, gdzie najwyższy poziom zmienności obserwowano w kontekstach 

CHG i CG [181]. 

Podsumowanie badań zaprezentowanych w publikacjach P2 i P3 

 Wśród uzyskanych roślin donorowych oraz regenerantów uzyskanych w kulturach 

pylnikowych oraz w kulturach niedojrzałych zarodków zygotycznych nie obserwowano 

zmienności na poziomie ich cech morfologicznych. Brak zmian morfologicznych nie 

wykluczył, zmienności obserwowanej na poziomie (epi)genetycznym. 

 Wykazano, że rośliny donorowe poddane jednemu cyklowi generatywnemu były 

jednorodne pod względem (epi)genetycznym, co ma znaczenie dla doboru 

odpowiedniego materiału matecznego (np. rośliny donorowe) do założenia kultur 

in vitro oraz prowadzenia badań poświęconych zmienności wywołanej kulturą in vitro. 

 Niski poziom heterozygotyczności obserwowany dla roślin donorowych świadczy 

o tym, iż źródło eksplantatu może w bardzo niewielkim stopniu przyczyniać się do 

zmienności obserwowanej między regenerantami. 

 Zastosowana technika badawcza-metAFLP, bazująca na dwóch różnych zestawach 

enzymów restrykcyjnych (Acc65I/Mse i KpnI/MseI) okazała się skuteczna do 

identyfikacji i rozróżniania zmienności wynikającej z polimorfizmu sekwencji DNA 

oraz ze zmian w jego metylacji, czego potwierdzeniem są wyniki hierarchicznej analizy 

skupień. 

 Warunki kultur in vitro z uwzględnieniem składu pożywek oraz czasu inkubacji 

eksplantatów na pożywkach indukujących, mogą wpływać na składowe TCIV także 
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w odniesieniu do kontekstów sekwencji, prowadząc do zwiększenia lub zmniejszenia 

poziomu zmienności. 

 Wyższym stężeniom jonów miedzi towarzyszył niższy poziom TCIV u regenerantów 

uzyskanych na drodze androgenezy (P2), takie warunki kultur in vitro promowały też 

wydajniejszą regenerację zielonych roślin (P1) 

 Fakt niskiego poziomu TCIV wydaje się być doskonałą przesłanką do wyboru takich 

warunków kultury in vitro, które nie tylko poprawią wydajność systemu pod względem 

produkcji zielonych regenerantów, ale także pozwolą na uzyskanie (epi)genetycznie 

jednorodnych roślin DH. 

 Szczegółowa analiza poziomu zmienności dla regenerantów uzyskanych na drodze 

androgenezy (P2) w różnych warunkach kultur in vitro w odniesieniu do kontekstów 

sekwencji wykazała, że najwyższy poziom zmienności jest obserwowany w obszarach 

symetrycznych kontekstów CG i CHG. Natomiast kontekst asymetryczny CHH 

charakteryzuje się najniższym poziomem zmienności. 

 Warunki kultur in vitro z uwzględnieniem składu pożywek oraz czasu inkubacji 

eksplantatów na pożywkach indukujących, mogą wpływać na poziom zmienności 

regenerantów; w przypadku regeneracji w kulturach niedojrzałych zarodków 

zygotycznych (P3) zaobserwowano wpływ jonów miedzi, gdzie wraz z obniżeniem 

stężenia CuSO4 zwiększał się poziom TCIV. 

 Przeprowadzone analizy nie wskazują na znaczenie uzupełnienia pożywek 

indukujących solami srebra oraz nie wskazują na czas inkubacji eksplantatów na IM 

jako na czynniki mogące determinować zmiany genetyczne i epigenetyczne 

w regenerantach pszenżyta uzyskanych drogą somatycznej embriogenezy, przynajmniej 

w zakresie elementarnych testów statystycznych. 

 Analiza metAFLP umożliwiła identyfikację subtelnych zmian w metylacji DNA 

dotyczących symetrycznych i asymetrycznych kontekstów sekwencji DNA, wskazując 

na istotne różnice obserwowane u regenerantów pszenżyta uzyskanych na drodze 

somatycznej embriogenezy (P3) w różnych warunkach regeneracji. Różnice te odnosiły 

się do zmienności sekwencyjnej w kontekstach CHG i CG, oraz do zmian 

w demetylacji DNA w kontekście CG. Taki wynik może sugerować, że uzupełnienie 

IM jonami miedzi wpływa na równowagę szlaków metabolicznych i powoduje TCIV. 
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Porównanie TCIV w odniesieniu do androgenezy i somatycznej embriogenezy (P4). 

Uzyskanie regenerantów pszenżyta na drodze androgenezy lub somatycznej 

embriogenezy wiąże się ze zmiennością wywołaną kulturą in vitro. Jony metali w pożywce 

indukującej wydają się mieć różny wpływ na poziom zmienności w zależności od sposobu 

regeneracji. Ciekawym wydaje się więc porównanie regenerantów uzyskanych w obu 

metodach pod względem zmienności zależnej od warunków wyprowadzenia oraz składu 

pożywki indukującej. Stąd w publikacji P4 porównano składowe metAFLP dla 

regenerantów pszenżyta uzyskanych na drodze androgenezy i somatycznej embriogenezy. 

Ponadto, w pracy podjęto próbę wskazania, który sposób uzyskiwania regenerantów 

pszenżyta może być bardziej korzystny w odniesieniu do powstawania zmienności 

wywołanej kulturą tkankową u regenerantów pszenżyta. 

Porównanie między regenerantami uzyskanymi na drodze androgenezy (A) 

i somatycznej embriogenezy (SE) dla podstawowych składowych TCIV w odniesieniu do 

poziomu jonów miedzi ujawniło nieznaczne różnice między regenerantami. Dla 

regenerantów pochodzących z A i SE wzrost stężenia Cu
2+ 

powodował zmniejszenie SV 

(Publikacja P4, Ryc. 1 a, b) oraz wzrost DMV bardziej widoczny w SE niż 

w A (Publikacja P4, Ryc. 1 c, d). Natomiast DNMV była wyższa w A niż w SE, gdy 

wzrastało stężenie Cu
2+ 

(Publikacja P4, Ryc. 1 e, f). 

Zmiana stężenia Cu
2+

 w IM wskazuje na różnice dotyczące metylacji de novo 

DNA (Publikacja P4, Ryc. 2 a, b) i demetylacji (Publikacja P4, Ryc. 2 c, d) między 

regenerantami uzyskanymi na drodze androgenezy lub somatycznej embriogenezy. Takie 

różnice mogą wynikać z procesu przeprogramowania rozwoju komórek [302]. W kulturach 

pylnikowych demetylacja DNA towarzyszy zmianie szlaku rozwojowego mikrospor 

z gametofitowego na sporofitowy [303]. W przypadku embriogenezy, w świetle 

dostępnych badań, wydaje się, że inicjacja embriogenezy, niezależnie od tego, czy jest to 

embriogeneza zygotyczna, czy embriogeneza somatyczna, wiąże się z silną aktywacją 

metylotransferaz DNA [304]. Natomiast rozpoczęcie embriogenezy jest inicjowane przez 

sygnały, które wpływają na wzorce metylacji na wczesnym etapie rozwoju zarodka, 

niezależnie od tego, czy pochodzi on z embriogenezy zygotycznej czy somatycznej [305]. 

Biorąc pod uwagę rozbieżne wyniki dotyczące globalnej metylacji DNA podczas 

somatycznej embriogenezy, zakłada się, że poziom metylacji DNA nie jest jednoznacznie 

związany z embriogenezą, ale jest związany z efektem kultury in vitro per se (np. skład 

pożywek) i prawdopodobnie odzwierciedla stan epigenetyczny eksplantatów [306]. 
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W embriogenezie usunięcie lub obniżenie poziomu metylacji DNA może być istotnym 

etapem związanym z przeprogramowaniem komórek z rozwoju wegetatywnego na 

embriogeniczny [307]. Wydaje się, że demetylacja DNA w A i SE odgrywa taką samą 

rolę; jednak w przypadku mikrospor z haploidalną liczbą chromosomów, przywrócenie 

wzorca metylacji, zwłaszcza w kontekście sekwencji asymetrycznych i symetrycznej 

(CHG) będącej pod kontrolą epigenetyczną lub częściowo epigenetyczną, może być 

problematyczne. Stąd mogą wynikać różnice obserwowane w poziomie DMV i DNMV 

u regenerantów uzyskanych dwoma różnymi metodami kultur in vitro. 

W przypadku analizy poziomu zmienności sekwencyjnej w kontekstach CHH i CG 

u regenerantów uzyskanych w kulturach pylnikowych oraz w kulturach niedojrzałych 

zarodków zygotycznych (Publikacja P4, Ryc. 3 a, b) zaobserwowano, że zmienność 

sekwencyjna niemalże nie zmienia się ze wzrostem stężenia jonów Cu
2+

 w IM, zaś 

w kontekście sekwencji CHG zwiększenie ilości jonów Cu
2+

 zmniejszyło poziom SV 

u regenerantów uzyskanych w obydwu metodach regeneracji (Publikacja P4, Ryc. 3 c). 

Analiza poziomu SV w różnych kontekstach sekwencji w odniesieniu do zastosowanego 

stężenia jonów Cu
2+

 pokazuje, że w CG i CHH różnica między regenerantami uzyskanymi 

w A i SE wynika z poziomu zmian sekwencyjnych identyfikowanych u regenerantów 

uzyskanych na drodze androgenezy i somatycznej embriogenezy i nie jest zależna od 

stężenia jonów Cu
2+,

 natomiast poziom SV identyfikowanej w kontekście CHG 

u regenerantów uzyskanych w A i SE zmienia się w zależności od stężenia zastosowanych 

jonów Cu
2+

 w IM. W androgenezie metylacja kontekstu sekwencji CHG jest kontrolowana 

(epi)genetycznie, natomiast CHH - poprzez mechanizm epigenetyczny [308-311]. 

Zakładając, że zjawiska epigenetyczne biorą udział zarówno podczas uzyskiwania 

regenerantów na drodze androgenezy jak i somatycznej embriogenezy, przypuszczalne 

problemy z przywróceniem metylacji DNA mogłyby wyjaśnić niewielki spadek SV dla 

CHH w A. 

W analizie dotyczącej badania poziomu demetylacji w kontekstach sekwencyjnych 

u regenerantów uzyskanych na drodze androgenezy oraz na drodze somatycznej 

embriogenezy dowiedziono, że różnice między regenerantami wynikające z uzupełnienia 

IM różnymi stężeniami soli miedzi są najbardziej wyraźne dla kontekstu CG (Ryc. 3). 

U regenerantów uzyskanych na drodze androgenezy wzrost poziomu DMV w kontekście 

CG jest niższy w porównaniu ze wzrostem poziomu DMV w tym samym kontekście dla 

regenerantów uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy w odniesieniu do 



WYNIKI I DYSKUSJA  

 55 

zwiększającego się poziomu jonów miedzi w IM. Najprawdopodobniej demetylacja DNA 

w sekwencjach CG odzwierciedla proces demetylacji DNA następujący podczas etapu 

replikacji [312]. Różnice w poziomie DMV w kontekście CG w przypadku A i SE mogą 

odzwierciedlać różnice w demetylacji DNA wynikające z różnych typów eksplantatów. 

Ponadto, nie można wykluczyć, że metoda metAFLP może identyfikować więcej zmian 

w eksplantatach o wyższej heterozygotyczności, pochodzących z tkanki diploidalnej, co 

może skutkować ogólnie niższymi wartościami DMV u regenerantów uzyskanych drogą 

somatycznej embriogenezy. 

 

Rycina 3. Zależność między stężeniem jonów Cu
2+

 w IM a poziomem demetylacji DNA (%) 

w kontekście CG dla regenerantów uzyskanych na drodze androgenezy "A" i somatycznej 

embriogenezy "SE". 

Najbardziej wyraźne różnice między regenerantami pochodzącymi z A i SE można 

zaobserwować w przypadku zależności między Cu
2+

 i DNMV w kontekście sekwencji 

CHH (Ryc. 4). Wraz ze wzrostem stężenia Cu
2+

 obserwowano wzrost poziomu DNMV 

u regenerantów uzyskanych na drodze androgenezy podczas gdy u regenerantów 

uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy poziom DNMV w kontekście CHH 

pozostawał na stałym poziomie. Stąd można przypuszczać, że DNMV w kontekście CHH 

jest pod kontrolą epigenetyczną, co jest zgodne z danymi literaturowymi [308-311]. 

Zmiana ścieżki rozwojowej mikrospor ze szlaku gametofitowego na sporofitowy wymaga 

przeprogramowania epigenetycznego, które następuje po nabyciu przez mikrospory 

kompetencji do embriogenezy. Takie przeprogramowanie polega na globalnym 

zmniejszeniu metylacji DNA i aktywacji proliferacji komórek, po czym następuje wzrost 
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metylacji DNA i różnicowanie w zarodek [76, 313, 314, 303, 315]. Bardziej szczegółowe 

badania konkretnych kontekstów metylacji DNA, przeprowadzone podczas somatycznej 

embriogenezy u soi, pokazują, że metylacja DNA wzrasta podczas rozwoju zarodka 

somatycznego. Przeciwnie, wzrost metylacji w kontekście CHH może być związany 

z aktywnym programem wyciszania transkrypcji, który jest wynikiem podwyższenia 

metylacji DNA w całym genomie podczas rozwoju zarodka somatycznego [316]. 

Uzyskany wynik wskazujący na wyższe poziomy DNMV przy wzroście jonów miedzi 

podczas uzyskiwania regenerantów na drodze androgenezy w porównaniu z uzyskiwaniem 

regenerantów na drodze SE może wskazywać na udział metylacji w kontekście CHH 

podczas przeprogramowania rozwoju mikrospor i brak takiego efektu podczas tworzenia 

zarodka somatycznego w kulturach niedojrzałych zarodków zygotycznych. Ponadto, 

metylacja DNA w kontekście CHH może być krytyczna dla ekspresji genów 

wpływających na regenerację roślin. Co ciekawe, nie obserwowano zmian w poziomie 

DNMV w kontekstach CG i CHG w odniesieniu do poziomu stężenia Cu
2+

. Jednak w obu 

przypadkach DNMV była wyższa dla CG i CHG u regenerantów uzyskanych na drodze 

androgenezy w porównaniu do regenerantów uzyskanych na drodze somatycznej 

embriogenezy. Wydaje się, że różnice te odzwierciedlają epigenetyczne aspekty 

ustanawiania metylacji w asymetrycznych kontekst sekwencji. We wszystkich 

wykonanych porównaniach nie obserwowano wpływu jonów Ag
+
 dodawanych do IM. 

W przypadku prezentowanego eksperymentu nie zaobserwowano również wpływu na 

regenerację czasu inkubacji eksplantatów na IM, dlatego też czynnik ten nie został 

uwzględniony na wykresach. 
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Rycina 4. Zależność między stężeniem jonów Cu
2+

 w IM a poziomem metylacji de novo DNA (%) 

w asymetrycznym kontekście sekwencji CHH dla regenerantów uzyskanych na drodze 

androgenezy "A" i somatycznej embriogenezy "SE”. 

Podsumowanie badań zaprezentowanych w publikacji P4 

 Porównanie regenerantów uzyskanych na drodze A i SE przy różnym uzupełnieniu IM 

jonami Cu
2+

 pokazuje, że poziom DMV i DNMV jest różny u regenerantów 

pochodzących z tych dwóch typów kultur in vitro, co może wiązać się z koniecznością 

przeprogramowania jakie ma miejsce podczas androgenezy; 

 Analiza poziomu zmienności sekwencyjnej w zależności od poziomu Cu
2+

 w różnych 

kontekstach pokazała, że w CG i CHH różnica między regenerantami uzyskanymi 

w A i SE była tylko ilościowa, natomiast SV związana z CHG przyjmowała niższe 

wartości w SE niż w A, co może dotyczyć innego sposobu ustanawiania metylacji 

w różnych kontekstach sekwencji; 

 Analiza poziomu demetylacji DNA w zależności od poziomu Cu
2+

 w różnych 

kontekstach sekwencji pokazała, największą zależność dla kontekstu CG, co może się 

wiązać z procesem demetylacji DNA zachodzącym podczas replikacji. Różnice 

w poziomie DMV u regenerantów pochodzących z dwóch różnych typów kultur in vitro 

mogą odzwierciedlać różnice w demetylacji DNA wynikające z innych mechanizmów 

zaangażowanych w regenerację roślin w różnych typach kultur tkankowych; 
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 Analiza poziomu metylacji de novo DNA w zależności od poziomu Cu
2+

 w różnych 

kontekstach sekwencji wskazała na wzrost DNMV u regenerantów pochodzących 

z A w kontekstach asymetrycznych CHH co wiąże się kontrolą epigenetyczną tych 

sekwencji DNA. W proces androgenezy wpisany jest etap przeprogramowania 

epigenetycznego, które polega na globalnym zmniejszeniu metylacji DNA i aktywacji 

proliferacji komórek, po czym następuje wzrost metylacji DNA i różnicowanie 

w zarodek; 

 Na podstawie przedstawionych wyników nie obserwowano istotnego wpływu jonów 

srebra oraz czasu inkubacji eksplantatów na IM na zmiany poziomu SV, DMV i DNMV 

obserwowane u regenerantów uzyskanych na drodze androgenezy i somatycznej 

embriogenezy; 

 Regeneranty uzyskane drogą androgenezy i somatycznej embriogenezy różnią się 

poziomem DMV i DNMV w odniesieniu do poziomu Cu
2+

 w IM, przy czym 

najbardziej widoczne różnice dotyczą CG_DMV i CHH_DNMV. Uzyskane dane 

sugerują, że różnice te odzwierciedlają przejście ze ścieżki gametofitowej na 

sporofitową w androgenezie, i brak takiego przeprogramowania w somatycznej 

embriogenezie oraz pewne nieoczywiste aspekty mechanizmów epigenetycznych 

wpływających na A i S. 



PODSUMOWANIA I WNIOSKI 

 59 

5. PODSUMOWANIA I WNIOSKI 

1. Optymalizacja składu pożywki dotycząca stężenia jonów miedzi (II), srebra (I) 

oraz czasu trwania kultury u pszenżyta pozytywnie wpływa na wydajność regeneracji 

zielonych roślin na drodze androgenezy. Ważną rolę odgrywają tu jony miedzi, których 

podwyższone stężenie do 10 μM sprzyja procesowi regeneracji. Nie wszystkie z badanych 

gatunków zbóż identycznie reagowały na zmiany stężeń jonów Cu
2+

 w pożywce 

indukującej. Znaczenie jonów srebra oraz czasu trwania kultury in vitro było zależne od 

gatunku. 

2. Optymalizacja składu pożywki indukującej dotycząca stężenia jonów miedzi 

i srebra oraz czasu trwania kultur in vitro z wykorzystaniem metody optymalizacji 

warunków doświadczalnych Taguchiego może być wykorzystana do zwiększenia 

wydajności regeneracji zielonych roślin na drodze androgenezy u wybranych 

gatunków zbóż. 

3. Jony miedzi w pożywce indukującej wpływają na poziom zmienności sekwencyjnej 

oraz metylacji genomowego DNA wywołanej kulturą in vitro identyfikowanej 

u regenerantów pszenżyta wyprowadzonych na drodze androgenezy. Stwierdzono, że 

wraz ze wzrostem stężenia jonów miedzi poziom zmienności genetycznej maleje. Przy 

czym, zmiany te w różnym stopniu dotykają określonych kontekstów sekwencyjnych. 

Najwięcej zmian obserwowano w przypadku kontekstów symetrycznych CG i CHG, 

a najmniej w asymetrycznych CHH. Najwyższy poziom zmian metylacyjnych 

(demetylacja i metylacja de novo DNA) był obserwowany przy pośrednim poziomie jonów 

Cu
2+

. Nie stwierdzono by jony srebra czy też czas trwania kultur in vitro wpływały istotnie 

na poziom zmian sekwencyjnych i metylacyjnych w przypadku regeneracji roślin na 

drodze androgenezy u pszenżyta. 

4. Jony miedzi w pożywce indukującej wpływają na poziom zmienności sekwencyjnej 

oraz metylacji genomowego DNA wywołanej kulturą in vitro identyfikowanej 

u regenerantów pszenżyta wyprowadzonych na drodze somatycznej embriogenezy 

w kulturach niedojrzałych zarodków zygotycznych. Stwierdzono, że wraz z obniżeniem 

stężenia jonów miedzi poziom zmienności genetycznej rośnie. Natomiast demetylacja 

DNA jest najwyższa przy najwyższym stężeniu jonów Cu
2+

. Obserwowane zmiany 

w różnym stopniu dotykają określonych kontekstów sekwencyjnych. Największe zmiany 

sekwencyjne obserwowano w przypadku kontekstu CHG, a najmniejsze w CG. Z kolei 
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najwyższe istotne statystycznie zmiany demetylacji DNA dotyczyły kontekstu CG. 

Uzyskane wyniki nie wskazują jednak na znaczenie dodatku soli srebra lub wpływu czasu 

jako czynników mogących determinować zmiany genetyczne i epigenetyczne w DNA 

regenerantów pszenżyta, przynajmniej w zakresie elementarnych testów statystycznych. 

5. Metoda metAFLP pozwala na ilościową ocenę zmian genetycznych oraz zmian 

wzorów metylacji genomowego DNA wywołanych kulturą in vitro u regenerantów 

pszenżyta wyprowadzanych na drodze androgenezy i somatycznej embriogenezy. 

Zmiany te są wynikiem różnic w stężeniach jonów Cu
2+

 i w mniejszym stopniu Ag
+
 

w pożywce indukującej. Czas wydaje się być mniej istotnym czynnikiem warunkującym 

wspomnianą zmienność. 

6. Regeneracja roślin na drodze androgenezy i somatycznej embriogenezy w wyniku 

modyfikacji stężenia jonów miedzi (II), srebra (I) w pożywce indukującej oraz czasu 

trwania kultury in vitro w różnym stopniu wpływają na zmienność genetyczną 

i wzorów metylacji co może wynikać z wyjściowej ploidalności eksplantatu (haploidalny 

vs diploidalny) użytego do uzyskania regenerantów. 

7. Optymalizacja składu pożywki indukującej pod względem stężeń mikroelementów 

może się okazać użytecznym kierunkiem dla zwiększenia wydajności uzyskiwania 

zielonych roślin na drodze androgenezy u roślin zbożowych.  
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Background: Plant tissue cultures have the potential to reprogram the development of microspores from normal
gametophytic to sporophytic pathway resulting in the formation of androgenic embryos. The efficiency of this
process depends on the genotype, media composition and external conditions. However, this process
frequently results in the regeneration of albino instead of green plants. Successful regeneration of green plants
is affected by the concentration of copper sulfate (CuSO4) and silver nitrate (AgNO3) and the length of
induction step. In this study, we aimed at concurrent optimization of these three factors in barley (Hordeum
vulgare L.), wheat (Triticum aestivum L.), and triticale (x Triticosecale spp. Wittmack ex A. Camus 1927) using
the Taguchi method. We evaluated uniform donor plants under varying experimental conditions of in vitro
anther culture using the Taguchi approach, and verified the optimized conditions.
Results: Optimization of the regeneration conditions resulted in an increase in the number of green regenerants
compared with the control. Statistic Taguchi method for optimization of the in vitro tissue culture plant
regeneration via anther cultures allowed reduction of the number of experimental designs from 27 needed if
full factorial analysis is used to 9. With the increase in the number of green regenerants, the number of
spontaneous doubled haploids decreased. Moreover, in barley and triticale, the number of albino regenerants
was reduced.
Conclusion: The statistic Taguchi approach could be successfully used for various factors (here components of
induction media, time of incubation on induction media) at a one time, that may impact on cereals anther
cultures to improve the regeneration efficiency.
How to cite: Orłowska R, Pachota KA, Machczyńska J, et al. Improvement of anther cultures conditions using the
Taguchi method in three cereal crops. Electron J Biotechnol 2020;43. https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2019.11.001.
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1. Introduction

Different stresses such as heat shock [1], cold treatment [2], osmotic
stress [3] or anti-microtubular agents (colchicine) [4] triggered
microspores develop into androgenic embryos. Regeneration of green
doubled haploid (DH) plants from immature pollen requires
reprogramming of microspores from the gametophytic to the sporophytic
pathway. The efficiency of this process depends on the plant genotype,
media composition, and external conditions used in in vitro trials. Fine-
tuning the experimental conditions induces microspores to undergo cell
division, leading to the formation of embryo-like structures, which
ultimately produce plants. However, instead of green plants, albino plants

are regenerated, possibly because of the inability of proplastids to form
mature functional chloroplasts [5]; albino plants are unable to survive
outside of the in vitro culture conditions.

Several factors control the switch of microspores into the sporophytic
pathway; among these, media composition and environmental stresses,
i.e., inducing sporophytic pathway or tissue culture aging, are the easiest
to control. To date, the effect of many different media components on
plant regeneration has been analyzed, including plant growth regulators
[6], casein hydrolysate [7], carbohydrates (for fine-tuning osmotic
stress) [8,9] and micro- and macroelements [10,11,12,13,14]. However,
cupric (Cu2+) and silver (Ag+) ions seem to be the most important.
Copper plays a central role in photosynthesis, antioxidant reactions,
metabolic respiration and hormone biosynthesis and perception [15,16].
However, the amount of Cu2+ ions in plants must be maintained under
a precise control, as excess copper is toxic. In cereal crops, the benefits
of copper on androgenesis rely on increasing the number of green
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regenerants (GRs), which have better survivability than albino
regenerants (ARs), and the synchronization of first microspore division
[17]. Other favorable effects of copper in the induction media concern
general plant regeneration [10]. Copper sulfate is commonly used
in plant tissue culture media, including the most frequently used
Murashige and Skoog (MS) medium [18]. However, the
concentration of CuSO4 may need optimization for better
performance. In contrast to Cu2+, Ag+ ions do not only directly
influence the number of GRs in tissue culture, but also affect i.e.,
somatic embryogenesis, multiple shoot induction and shoot
regeneration as well as rooting [19,20,21]. Silver nitrate is
commonly used in plant culture media; it is soluble in water and
has no toxic effects under a wide range of concentrations. The
positive impact of Ag+ ions on the production of regenerants is
derived from the ability of Ag+ ions to inhibit ethylene, which
accumulates in culture plates during tissue culture, and influences
the production and growth of regenerants [22]. Adequately
adjusted concentration of silver salts in culture media significantly
modulates organogenesis [23], increases the frequency of shoot
regeneration [24], green plant regeneration [20] and embryo
formation [25], and prevents callus necrosis, thus improving the
frequency of embryogenic callus development and growth [19].

Stress conditions are necessary for the regeneration of green plants via
androgenesis [26]. The time of tissue culture is critical for plant
regeneration. The duration of in vitro culture and the number of
subcultures [27] induces changes in plant morphology, DNA sequence
and DNA methylation patterns [28]. Tissue culture over an extended
period of time results in accumulation of mutations [29]. These DNA
mutations/rearrangements may be manifested as deletions in
chloroplast DNA (ctDNA) [30], possibly resulting in the regeneration of
albino plants [31].

The greater the number of factors that need to be optimized, the
larger the experimental design [32]. In a complete factorial analysis
[33], optimization of three factors present at three levels requires 27
experiments. Such an approach is time consuming and expensive, and
thus impractical. Using a proper statistical approach, such as the
Taguchi method, may resolve this problem. The Taguchi approach is
the method of choice for optimizing multiple factors [34], and relies
on regression analysis and orthogonal array. Although the Taguchi
method was primarily developed for technological processes, such as
waste water treatment and bioremediation [35], and has been used in
the healthcare industry [36], it has also proven valuable in
biotechnological approaches such as fermentation for improving
product yields [37], and reaction condition optimization [38]. More
complex optimization problems inspired by nature require more
intelligent tools called nature-inspired algorithms [39,40]. Here, the
Taguchi method is suitable when the starting biological material is
limited, as is the case in tissue culture experiments leading to DH
production. Notably, using the statistic Taguchi method, the number
of needed experiments in case of optimization three factors (AgNO3,
CuSO4, length of induction step) and three levels of each of them, was
trim down from 27 to 9. However, the use of the Taguchi method in
tissue culture experiments needs to be verified.

In this study, we employed the Taguchi method for the simultaneous
optimization of three factors (CuSO4 and AgNO3 concentrations and
length of induction step) in anther cultures of barley, wheat and triticale
for the regeneration of green plants.

2. Material and methods

2.1. Plant material

Spring barley cultivar NAD2was provided by Poznan Plant Breeders
LTD-Nagradowice, Poland. Winter triticale T28/2 was derived from cv.
Mungis × cv. Presto cross [41], and supplied by Sylwia Oleszczuk
IHAR-PIB, Poland. Winter wheat genotype Svilena was provided by

Janos Pauk, Cereal Research Non-profit Limited Company, Szeged,
Hungary.

2.2. Plant growth conditions

Barley, wheat and triticale plants were grown in pots (26 cm
width × 23 cm height) filled with a mixture of soil and sand (soil:
sand = 3:1). A total of 24 plants were used for each species, with
six plants per pot. Plants were grown until the collection of spikes
in a growth chamber maintained under controlled conditions (16 h
light/8 h dark photoperiod, 16°C and 12°C temperature during the
subjective day and night, respectively, and approximately 190
μE m-2 s-1 light intensity using sodium lamps–light intensity was
measured using the GLOptic (Poznan, Poland) spectroradiometer.
During the vegetative stage, plants were fertilized (Florovit) every
2 weeks. Spikes were harvested when the microspores were in the
mid to late uninucleate stage, which was determined using acetic
carmine staining. Suitable spikes of barley, wheat and triticale
plants were incubated in the dark at 4°C in a pot containing water
for 21, 22 and 20 d, respectively. Subsequently, spikes were
sterilized by soaking in 70% ethanol for 1 min, followed by soaking
in 10% sodium hypochlorite for 20 min, and then washed four
times with sterile distilled water [42]. Under sterile conditions,
anthers were placed on species-specific semi-solid induction
medium (Table 1) and incubated in the dark at 26°C until the end
of callus formation. After 2–4 weeks of anther culture, androgenic
embryo-like structures (1.5–3 mm in size) were transferred to the
regeneration medium (Table 1).

Calli and embryo-like structureswere incubated at 26°Cunder a 16h
light/8 h dark photoperiod (50 μE m-2 s-1 light intensity). Green
regenerated plantlets were transferred to glass flasks containing N6I
rooting medium [43] supplemented with 2 mg l-1 indole-3-acetic acid
(IAA). The developed seedlings were transferred to pots and grown in
a greenhouse. The chromosome number doubled spontaneously.
Species that required vernalization were incubated at 4°C under 8 h
light/16 h dark photoperiod for 6 weeks (20 μE m-2 s-1 light intensity).
Spikes from randomly chosen regenerants were self-pollinated.
Progenies derived from DH regenerants served as donors of explants
(anthers) for regenerating plants for the optimization (Experiment 1)
and verification (Experiment 2) of in vitro anther culture conditions.

2.3. Taguchi method

In Experiment 1, the Taguchi methodwas used for the simultaneous
optimization of three factors (CuSO4 and AgNO3 concentrations and
length of induction step) at three levels each, leading to a total of nine
trials (M1–M9). Varying concentrations of CuSO4 and AgNO3 were
added to the induction medium, as shown in Table 2. The length of
the induction step, comprising the time from the plating of anthers on
induction media to the collection of calli and subsequent transfer to

Table 1
Composition of species-specific media used for plant induction and regeneration from
microspores.

Species Induction mediuma Regeneration mediumb

Barley

N6L medium containing macro- and
microelements [43] supplemented
with 2 mg l-1, 2,4-D, 0.5 mg l-1 NAA
and 0.5 mg l-1 kinetin

K4NB medium [64]
supplemented with 0.225 mg l-1

BAP

Wheat
C17 medium [65] supplemented
with 2 mg l-1 2,4-D and 0.5 mg l-1

kinetin
190–2 medium [66]
supplemented with 0.5 mg l-1

NAA and 1.5 mg l-1 kinetin
Triticale

190–2 medium [66] supplemented
with 2 mg l-1, 2,4-D and 0.5 mg l-1

kinetin

a 2,4-D: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; NAA: napthaleneacetic acid;
b BAP: 6-benzylaminopurine.
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regeneration media, varied with the species (Table 2). A total of nine
trials (M1–M9) were performed; M1 trial served as a control, whereas
trials M2–M9 represented optimization conditions. The results of all
nine trials were compared by calculating the number of GRs and ARs
produced per 100 anthers. Subsequently, the number of regenerants
produced on regeneration media was counted, and the number of GRs
and ARs per 100 anthers was calculated. These data were analyzed
using the QI Macros230T software, and conditions (CuSO4 and AgNO3

concentrations and length of induction step) leading to the maximum
production of GRs were identified. The length of induction step
included time from plating anthers on induction media to the
collection of calli and subsequent transfer to regeneration media.
Thus, in Experiment 1, conditions optimal for green plant regeneration
via androgenesis were determined for all three species. In Experiment
2, optimized conditions were verified by obtaining regenerants from
anther cultures. The composition of regeneration media for each
species was the same in both experiments.

2.4. Optimizing inductionmedia and plant growth hormones— Experiment
1

Anthers from spikes of donor plants (24 plants per species) were
plated on species-specific induction media (Table 1) containing CuSO4

and AgNO3 at varying concentrations; the length of induction step was
carried out for different durations (Table 2). The procedure for plant
regeneration was the same as that described above.

2.5. Verification of induction media — Experiment 2

In Experiment 2, conditions optimized in Experiment 1 were tested
for plant regeneration from anthers obtained from 12 donor plants. The
primary components of each of the induction media for the
regeneration of green plants prepared as indicated in Table 1 contained
extra ingredients as in Table 3. The length of induction step was
adjusted as given in Table 3. A total of two trials were performed: M10
(control) and M11; trial M11 in barley, wheat and triticale has been

referred to as M11B, M11W and M11T, respectively (Table 3). The
number of GRs and ARs was calculated as described in Experiment 1.

2.6. Ploidy level

Ploidy of regenerants was analyzed indirectly by comparing plant
morphology (plant height and leaf shape) and fertility (seed number)
between donor and regenerated plants. The rate of spontaneous
diploidization was calculated as follows:

Rate of spontaneous diploidization ¼ Number of DHs
Total number of GRs

� �
� 100

where the total number of GRs includes DH and haploid plants.

2.7. Statistical analysis

The number of GRs and ARs obtained per 100 anthers in Experiments
1 and 2was examined for the presence of outliers using the Grubbs' tests.
Outliers were removed from further analyses, and data were analyzed
using analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's HSD test. The
total number of GRs (DH and haploid) and DH regenerants in
Experiments 1 and 2 were analyzed via linear regression. All
calculations were performed using the XLSTAT 2018.1.49205 software.

3. Results

3.1. Obtaining plants

The regeneration of barley, wheat and triticale plants via in vitro
anther culture resulted in both GRs and ARs. For each species, we
evaluated 24 green, mature and fertile DHs that were phenotypically
identical to the sources of explants in terms of plant height, leaf shape
and fertility. The progeny of regenerants served as donor plants for
the optimization (Experiment 1) as well as verification (Experiment
2) of experimental conditions for maximizing the production of GRs.

3.2. Optimizing induction media — Experiment 1

The first calli from barley, wheat and triticale anther cultures in
Experiments 1 and 2 became visible after 19, 32 and 35 d,
respectively. The embryo-like structures were 2–3 mm in size when
transferred to regeneration media, where light conditions successfully
discriminated between green and albino structures. Despite the
regeneration of albino embryo-like structures, a total of 0.1–14.62 GRs
per 100 anthers were obtained among all nine optimization trials
(M1–M9) (Table 4). The regeneration of green plants was most
difficult in barley, where the number of GRs per trial in Experiment 1
varied from 0.1 (M5) to 2.91 (M7); the corresponding number varied

Table 2
Optimisation of factors and levels of each factor for the regeneration of green plants via
androgenesis in barley, wheat and triticale in Experiment 1 in nine trials (M1–M9)
according to the Taguchi method.

Trial Optimisation factors (Taguchi design)

Additional components in
induction medium

Length of induction step (days)

CuSO4 (μM) AgNO3 (μM) Barley/Wheat/Triticale

M1 (control) 0.1 0 21/35/35
M2 0.1 10 28/42/42
M3 0.1 60 35/49/49
M4 5 60 28/42/42
M5 5 0 35/49/49
M6 5 10 21/35/35
M7 10 10 35/49/49
M8 10 60 21/35/35
M9 10 0 28/42/42

Table 3
Array of factors verified in Experiment 2 according to the Taguchi method.

Trial Optimized factors

Additional components in
induction medium

Length of induction step (d)

CuSO4 (μM) AgNO3 (μM)

M10 (control) 0.1 0 21 (barley), 35 (wheat and triticale)
M11B 10 30 21
M11 W 0.1 60 37
M11 T 10 0 49

Table 4
Number of green regenerants (GRs) obtained in vitro per 100 anthers of barley, wheat and
triticale in Experiment 1.

Trial† Number of GRs per 100 anthers§

Barley Wheat Triticale

M1 (control) 0.64bc 5.52ab 0.91b

M2 0.67bc 7.93ab 0.87b

M3 1.09bc 14.62a 1.52b

M4 0.45bc 14.07ab 0.71b

M5 0.10c 5.81ab 2.38ab

M6 2.12ab 4.33b 1.17b

M7 2.91a 4.44ab 3.79ab

M8 1.77abc 10.71ab 4.24ab

M9 0.54bc 5.67ab 6.06a

† Factors analyzed in various trials (M1–M9) are described in Table 1.
§ Different letters indicate statistically significant differences (p b 0.05; Tukey's HSD test).
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from 4.33 (M6) to 14.62 (M3) in wheat, and from 0.71 (M4) to 6.06
(M9) in triticale. Statistical analysis of these data using ANOVA
demonstrated that differences among the number of GRs obtained in
Experiment 1 for all three species were significant (Table 5).

According to Tukey's grouping (Table 4), the results of experimental
conditions tested among the nine trials varied for barley, wheat and
triticale. In barley, M6, M7 and M8 trials grouped together and
encompassed the most prospective M7 conditions. The result of M7
trial was several-fold better than that of the M5 trial, which was
different from the M6–M8 group. In wheat and triticale, M3 and M9
trials were the most promising (Table 4). However, in wheat the M3
trial was a member of a larger group of trials with the M6 being
distinct from the M3 one. In triticale the M9 trial was in the group of
encompassing M5, M7 and M8 experimental conditions. In wheat, the
number of GRs in M3 trial was 3-fold higher than that in M6. In
triticale, the M9 trial produced 8-fold more GRs than the weakest trial
(M4). In barley and triticale, the best conditions produced significantly
greater number of GRs than control conditions (M1).

3.3. Verification of induction media — Experiment 2

In barley, the Taguchi approach suggested slightly distinct
conditions in Experiment 2 than those used in Experiment 1. This
difference was because of the addition of AgNO3 (30 μM) and
induction for a minimum time of 21 d (Table 3). In wheat and triticale,
concentrations of CuSO4 and AgNO3 used were the same as those that
produced the highest number of GRs in Experiment 1; however, the
length of induction decreased in wheat and increased in triticale,
compared with the length of induction in Experiment 1 (Table 3). For
all three species, Experiment 2 resulted in a different number of GRs
(0.55–7.99) and ARs (0.92–9.10) compared with Experiment 1 (Table
6). In Experiment 2, the lowest and highest numbers of GRs were
obtained from triticale [0.55 (M10) and 1.61 (M11)] and wheat [4.95
(M10) and 7.99 (M11)], respectively (Table 6). The number of GRs
produced in M11 trial was at least 2-fold higher than that in the M10
(control) for all three species. In parallel to the increase in the number
of GRs in Experiment 2, the number of ARs also increased. However,
this increase was higher in barley and wheat, and remained at the
same level as in triticale compared M10 to M11 in every species.

Despite the differences in numbers of GRs and ARs in Experiment 2,
results of ANOVA showed that the model was significant only for the
number of GRs produced from triticale (Table 7), and non-significant
for ARs from all three species in Experiment 2 (Table 7).

According to the results of Tukey's HSD test, the number of GRs in
wheat and barley showed no significant differences between M10
(control) and M11 trials, although this number was 2-fold higher in
M11 trial compared with M10 (Table 6). In triticale, the number of
GRs in M11 trial was 3-fold higher than that in M10 (Table 6). A
similar analysis of ARs failed to identify any significant differences
between M10 and M11 trials in all three species. Nonetheless, the
number of ARs in M11 trial was increased by ca. 30% in barley and
40% in wheat compared with M10, although no difference was
observed in triticale. Within the M11 trial, the number of ARs was 4-
fold higher in barley and ca. 2-fold lower in wheat and triticale than
the number of GRs. Moreover, analysis of GR/AR ratio under control
(M10) and M11 conditions in Experiment 2 showed that the number

of ARs in barley and triticale decreased in M11; however, there was
no evident gain in wheat (Table 8).

3.4. Haploids and DHs derived in optimization and verification experiments

Some GRs obtained in Experiments 1 and 2 varied in morphology
compared with donor plants. Such regenerants appeared to be
haploids. The DH regenerants obtained in Experiments 1 and 2 were
identical to donor plants at the morphological level. Based on the
number of GRs that appeared fertile, spontaneous duplication varied
from 0% (triticale; M3, M6 and M8) to 89% (barley; M5) in
Experiment 1, and from 4.65% (wheat; M11) to 50% (barley; M11) in
Experiment 2 (Table 9).

Linear regression analysis of the total number of GRs (DH and
haploid) and DH regenerants revealed a correlation (r) of -0.525;
however, this model was not significant (F = 2.176, p b 0.152). The
coefficient of determination (R2) was 0.28, suggesting that 28% of the
variability among all GRs explained the data for DHs.

4. Discussion

DH plants are a useful tool in plant breeding [44]; these serve as
genetically uniform homozygous lines for genetic analysis and modern
breeding programs [45,46]. Despite the evident utility of DH lines, many
aspects of DH production need improvement. For example, the
efficiency of production of GRs needs to be increased in many plant
species including cereals such as wheat [47,48], and the number of ARs
needs to be reduced [47]. Additionally, the problem of spontaneous
diploidization in DHs needs to be resolved [49]. Adjusting the
concentrations of chemicals in the induction and regeneration media
and fine-tuning the length of induction step have been used for
modifying the efficiency of green plant regeneration [50,51]. However, it
is highly challenging to test multiple factors simultaneously in one
experiment, as this requires several trials. From the experimental point
of view, availability of morphologically and genetically uniform and
stable regenerants as the starting material is of fundamental importance
so that the resulting progeny can serve as a donor of explants.

In this study, carewas taken to assure that the starting plantmaterial
was highly uniform, at least at the morphological level. Thus, donor
plants originated from DH plants. Previous investigations suggest that

Table 5
Analysis of the number of green regenerants (GRs) obtained from anther culture of barley,
wheat and triticale genotypes in Experiment 1 using ANOVA.

Species F-value p-Value

Barley 5.415 0.0001
Wheat 2.921 0.005
Triticale 3.193 0.002

Table 6
Number of green regenerants (GRs) and albino regenerants (ARs) obtained in vitro per
100 anthers of barley, wheat, and triticale in Experiment 2 according to the Taguchi
method.

Plants Trial† Species§

Barley Wheat Triticale

GRs
M10 0.95a 4.95a 0.55b

M11 1.97a 7.99a 1.61a

ARs
M10 6.45a 2.21a 1.05a

M11 9.10a 3.67a 0.92a

† Factors analyzed in M10 (control) and M11 trials are described in Table 3.
§ Different letters indicate statistically significant differences (p b 0.05; Tukey's HSD

test).

Table 7
Analysis of the number of green regenerants (GRs) and albino regenerants (ARs) obtained
from anther culture of barley, wheat and triticale genotypes in Experiment 2 using
ANOVA.

Plants Species F-value p-Value

GRs
Barley 2.256 0.142
Wheat 0.814 0.375
Triticale 12.716 0.001

ARs
Barley 1.357 0.251
Wheat 0.455 0.505
Triticale 0.226 0.636
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in some cereals, such as barley, the generative progeny of DH plants is a
better choice as a donor of explants, as it is stable both at the genetic and
epigenetic levels [45]. Unfortunately, this is not always the case, as
evidenced in triticale [52]. Nonetheless, morphological differences
among the generative progeny of barley and triticale are not observed
[46,53]. This is consistent with the current study as a single cycle of
self-pollination would suffice for the production of sufficiently
uniform DHs progeny from an individual genotype of barley, wheat
and triticale for further experiments dedicated towards increasing the
recovery of GRs via anther culture. However, optimization of any in
vitro tissue culture technique requires several tests. Generally, if
several factors need to be optimized, an orthogonal array is used [54].
Here, we decided to employ the Taguchi method, which relies on
mathematical regression [34]. The Taguchi method substantially
reduced the number of trials needed, diminishing the total number of
donor plants required. Thus, instead of 27 trials, only nine trials
(including a control) were needed for the simultaneous optimization
of CuSO4 and AgNO3 concentrations in the induction medium and the
length of induction step.

Optimization of conditions in Experiment 1 demonstrated that all
tested factors (CuSO4 and AgNO3 concentrations and the length of
induction step) were essential for the regeneration of green plants.
Moreover, each of the three species tested (barley, wheat and
triticale) exhibited different requirements for different levels of each
factor used in Experiment 1.

Among the nine trials performed, conditions used in M7 trial
appeared to be the most promising for the production of GRs in
barley, while those used in the M5 trial were the worst. In the M7
trial, 10 μM each of CuSO4 and AgNO3 was added to the induction
medium, whereas in the M5 trial, which produced the lowest number
of GRs, only 5 μM CuSO4 was added to the induction medium
(without AgNO3); the length of induction step was the same in M5
and M7 trials. Comparison of the number of GRs suggests the
beneficial effect of CuSO4 and adverse influence of AgNO3 on green
plant regeneration. The effect of the addition of CuSO4 (10–80 μM) to
liquid pre-treatment medium or culture medium on green plant
regeneration from barley anther culture has been examined
previously [12]. Although the number of GRs in our study (0.1–2.91)

was lower than that in the study of Jacquard et al. [12] (0–106.6), the
increase in the number of regenerated plants was observed. It should
be stressed that the concentration of CuSO4 in culture medium cannot
be increased endlessly; at concentrations N80 μM, microspore
embryogenesis is completely inhibited [12]. Additionally, Makowska
et al. [10] reported an increase in the number of GRs in barley via
isolated microspore culture in the presence of 10 μM CuSO4. These
data are congruent with the results of Experiment 1 in this study,
suggesting that 10 μM CuSO4 is ideal for maximizing the production of
GRs. Nevertheless, there are discrepancies in the number of GRs
between our results and those of others. We obtained fewer GRs (0.1–
2.91) than Jacquard and co-workers (0–106.6) [12]. This incongruity
could be due to the difference in genotypes used, as the genotype
affects the ability of androgenesis [55]. Additionally, differences could
have originated from poor reproducibility under in vitro culture
conditions. This possibility is supported by the presence of outliers in
our experiments that were removed from data analysis to avoid
misinterpretations. The highest number of GRs was obtained in the
presence of 10 μM each of CuSO4 and AgNO3. Thus, the highest
supplementation of AgNO3 (60 μM) alone did not guarantee the best
production of GRs (M3). Notably, none of the AgNO3 concentrations
(0–60 μM; M1, M2 and M3) in the presence of lowest CuSO4

concentration led to an increase in the number of GRs. In barley, the
highest number of GRs was obtained at the maximum concentration
of CuSO4 (10 μM) and moderate concentration of AgNO3 (10 μM)
examined. Interestingly, the barley genotype used in this study seems
to prefer an average length of induction compared with the control.
Although the reason for this observation is not apparent, we speculate
that very short duration of induction is not sufficient for the
regeneration of a high number of green plants, whereas prolonged
induction may be toxic to barley anther cultures or may make the
medium toxic.

In wheat, M3 and M4 trials produced a greater number of GRs than
M6 and M7 trials, suggesting that wheat prefers the lowest CuSO4 (0.1
μM) concentration and the highest AgNO3 (60 μM) concentration, in
conjunction with extended length of induction step. If the
concentrations of CuSO4 were increased and AgNO3 were decreased,
the quantity of regenerants was reduced. Similarly the higher
concentration of AgNO3 (15–30 μM) in tested variant than in control
increased the frequency of embryoid formation in three out of four
genotypes studied [25]. In light of the known effects of Cu2+ ions, it is
unclear why wheat prefers low rather than high CuSO4 concentration
in the induction medium. It is possible that anther cultures of wheat,
or specifically of the winter wheat genotype Svilena, are more
sensitive to Cu2+ ion toxicity. Different reactions of other wheat
genotypes towards the presence of Cu2+ ions have been observed in
in vitro cultures, supporting the latter hypothesis [56,57]. The
androgenic response of wheat genotypes to CuSO4 appears to be
broad (0.1–100 μM). Purnhauser and Gyulai [58] reported that in the
presence of 100 μM CuSO4, the mean shoot number per regenerating
callus was the same as that in the presence of 10 μM CuSO4. In wheat
regeneration in Experiment 1, intermediate (and extended) length of
induction step produced better results than that used in the control
trial (M1), similar to that in barley. Thus, extended length of induction
step strengthens the action of components in the induction medium.

In triticale, conditions of the M9 trial favored the production of GRs,
whereas those of theM4 trial did not. Thus, the highest concentration of
CuSO4 and absence of AgNO3 in anther culture induction medium
promotes the production of GRs from triticale, whereas intermediate
CuSO4 and high AgNO3 concentrations reduce the number of GRs. The
length of induction step seemed to have no significant effect on the
production of GRs. However, Purnhauser and Gyulai [58] reported that
concentrations of CuSO4 (0–100 μM) and AgNO3 (1–100 μM) affect
the number of regenerated shoots and roots in triticale. The authors
showed that CuSO4 enhances shoot regeneration, with the highest
regeneration within the 0.1–1 μM range. At a concentration of 10 μM

Table 8
Ratio of green regenerants (GRs) to albino regenerants (ARs) produced via anther culture
of barley, wheat and triticale genotypes under control (M10) and verified conditions
(M11) in Experiment 2.

Experimental conditions GR:AR

Barley Wheat Triticale

M10 1:6 1:0.5 1:2
M11 1:4 1:0.5 1:0.5

Table 9
Percentage of spontaneous diploidization among green regenerants (GRs) derived from
anther culture of barley, wheat and triticale genotypes in Experiments 1 and 2.

Triala Spontaneous diploidization (%)

Barley Wheat Triticale

Experiment 1

M1 (control) 56.82 12.82 5.88
M2 64.29 16.67 27.27
M3 42.86 2.94 0.00
M4 50.00 3.03 33.33
M5 88.89 6.45 44.00
M6 53.33 2.00 0.00
M7 45.45 15.15 20.00
M8 55.00 25.71 0.00
M9 85.71 16.67 10.00

Experiment 2
M10 (control) 56.82 11.39 64.29
M11 50 4.65 40

a Factors analyzed in various trials performed in experiment 1 (M1–M9) and
experiment 2 (M10–M11) are described in Tables 2 and 3, respectively.
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CuSO4, the average number of shoots regenerated per callus decreased.
Further increase in CuSO4 concentration (up to 100 μM) resulted in a
further decrease in the number of regenerated shoots. These results
on triticale shoot regeneration are consistent with the production of
green plants from triticale anther culture. Interestingly, a wide range
of AgNO3 concentrations (1–100 μM) has been shown to improve
shoot regeneration in triticale compared with the control lacking Ag+

ions and containing Cu2+ ions at a low concentration [58]. However,
better shoot producing calli are observed in triticale at 1–10 μM
AgNO3 than at 100 μM AgNO3. In our experiments, the presence of
AgNO3 reduced the number of green plants, when the concentration
of CuSO4 was 0.1–5 μM. By contrast, AgNO3 slightly affected green
plant regeneration if the concentration of CuSO4 was high (M7, M8
trials). These results suggest that at least at high CuSO4

concentrations, AgNO3 has limited effects on green plant and shoot
regeneration in triticale. The effect of the length of induction step on
green plant regeneration from triticale anther culture was similar to
that in other crop species.

Our results suggest that triticale and barley have similar
requirements for CuSO4 but different preferences for AgNO3 in the
induction media. The requirement of wheat for CuSO4 and AgNO3 was
different from that of barley and triticale. We suggest that the distinct
preferences of the three species for CuSO4 and AgNO3 concentrations
stem from different mechanisms of induction of plant regeneration in
in vitro anther cultures among these species. However, these
mechanisms remain unclear and need further investigation. Moreover,
it is not clear why, in all three species, longer induction resulted in a
higher number of GRs than shorter induction. While it was not the
goal of the present study, it would be of value to better understand
the action of the studied factors on biochemical processes involved in
green plant regeneration in the three species.

The Taguchi approach allowed the identification of optimized
conditions necessary for increasing the production of GRs. However,
the number of GRs obtained in Experiment 2 was suboptimal
compared with that those in Experiment 1 for all three species. This
difference may be due to uncontrollable factors that affect in vitro
tissue culture [59,60]. To avoid this problem, biological replicates are
performed. However, because of the shortage of donor plants and for
reducing the experiment size, we could not perform biological
replicates. Instead, we removed outliers and used statistics to predict
in vitro culture conditions optimal for the generation of GRs.

Using the Taguchi method, the same induction media composition
was identified as optimum for producing GRs from wheat and triticale
in Experiment 1, although there were differences in the length of
induction step between the two species. The verification conditions
used for barley in Experiment 2 indicated that higher AgNO3

concentration and shorter induction than that determined in
Experiment 1 resulted in a suboptimal number of GRs. Such outcomes
are not expected using the Taguchi approach. This cannot be
attributed to poor reproducibility of in vitro culture trials, as we
excluded outliers from data analysis. Moreover, control conditions in
the Experiments 1 and 2 used for barley, wheat and triticale were
identical. Notably, most of the changes in investigated factors
suggested by the Taguchi approach affected the length of induction
step in all three species and resulted in a suboptimal number of green
plants, compared with the optimisation conditions in Experiment 1.
Thus, either the method failed to optimize time, or we did not choose
the correct length of induction step in Experiment 1. Alternatively, the
length of induction step might be the most problematic issue itself,
and needs further investigation. Nonetheless, in all three species,
verification conditions resulted in 2–3-fold higher number of GRs than
the respective control conditions (Table 6). Others have also reported
a difference in the number of GRs between optimized and control
conditions, although this difference is not always significant [10]. This
is consistent with our data obtained in M10 and M11 trials
(Experiment 2) for barley and wheat but not for triticale, as indicated

by ANOVA (Table 8). Therefore, removing outliers from data analyses
may not lead to the evaluation of the best results during verification
using the Taguchi method. Nevertheless, this approach proved to be
useful and should be the method of choice in multifactorial
optimization experiments, with limited availability of experimental
material.

Optimization of conditions for maximizing the production of GRs
reduced the number of ARs in barley and triticale, but not in wheat.
The obtained data, at least in barley and triticale, could be explained
by the action of CuSO4. A positive effect on the production on GRs vs
ARs was observed in barley when added CuSO4 to the regeneration
media [61] and to pre-treatment solutions [17]. Such supplementation
seems to be a general rule when regeneration is performed via
androgenesis [58]. Additionally, in wheat, CuSO4 has been reported to
increase the number of GRs and reduce the number of ARs [62], but
this was not observed in our experiments. Since the only difference
between control trial (M10) and other trials in Experiment 2 for
wheat was related to the length of induction, we speculate that
prolonged induction does not affect the GR/AR ratio. The lack of
evident reduction in the number of ARs may be due to poor
reproducibility of in vitro tissue cultures or the lack of a sufficient
number of biological repeats.

In all three species, spontaneous diploidization observed in
Experiment 2 was lower than that observed in the respective controls
(M10) (Table 9). In Experiment 1, the best results for barley were
obtained at low CuSO4 concentration, no AgNO3 and 35 days of
induction step. However, the Taguchi approach suggested that
increasing the concentrations of both CuSO4 and AgNO3 (Table 3) and
shortening the induction period to 21 days would lead to suboptimal
results. Thus, modifications suggested by the method negatively
influenced spontaneous diploidization. The same was true in wheat,
where optimization conditions were comparable with the best
verification conditions for media composition but were different for
the length of induction and resulted in a low rate of spontaneous
diploidization (Table 9). In triticale, spontaneous diploidization was
lower in Experiment 2 compared with Experiment 1, although AgNO3

and CuSO4 concentrations in the induction medium in both
experiments were the same. The difference between the experiments
for triticale reflected the prolonged induction step in Experiment 2.
Thus, in our study, conditions for reducing spontaneous diploidization
were incongruent with those for increasing the production of GRs.
This is consistent with the study of Mirzaei et al. [63] in wheat; the
authors reported a negative relationship between embryogenesis and
spontaneous diploidization. It should be stressed, however, that our
aim was not to increase the number of DHs but to generate more
green plants, as spontaneous genome duplication is not a problem in
barley and triticale.

An encouraging highlight of our studywas the relationship between
the total number of GRs (DH and haploid) and DHs. Based on optimized
conditions and linear regression data, we noted that the total number of
GRs contrasted the number of spontaneously originated DHs. Our
results suggest that this phenomenon is unique to cereals, which to
the best of our knowledge has not been reported previously. Possibly,
the presence of CuSO4 or AgNO3 influences spontaneous chromosome
doubling. Regardless, an increase in the number of GRs is preferred, as
DH plants may be easily generated using antimitotic agents; the
greater the number of GRs, the higher the number of potential DHs.

5. Conclusion

Optimization of in vitro anther cultures of barley, wheat and triticale
using the Taguchi approach enabled the identification of regeneration
conditions that favor an increase in the number of GRs compared with
control conditions. The Taguchi method reduced the number of
experiments needed from 27 to 9, even though three factors were
tested at three levels each. Since our goal was to obtain green plants
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from in vitro anther culture, we tested the effect of CuSO4 and AgNO3

concentrations and the length of induction. All three species showed
distinct responses towards the concentration of salts in the induction
medium and length of induction step. The optimized regeneration
conditions showed that with an increase in the number of GRs, the
number of DHs decreased. Moreover, under optimized conditions, the
GR/AR ratio decrease in barley and triticale. Optimized conditions
appeared to be the best compared with those used for the optimization;
this difference could be the result of changes in the length of induction,
as it was the most discriminating factor between controls and
optimized conditions. Alternatively, differences could be attributed to
unknown factors in tissue culture. Overall, we conclude that the Taguchi
approach could be successfully used for the simultaneous optimisation
of multiple factors affecting in vitro anther culture.
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Abstract
Obtaining doubled haploids of triticale is urgently needed to reduce the time and cost of new varieties' development. There-
fore, the acquisition of doubled haploid lines in tissue culture should be based on efficient regeneration methods and lead 
to highly homozygous materials. Therefore, in this study, we investigated the effect of  Cu2+ (0.1, 5, 10 µM) and  Ag+ (0, 2, 
10 µM) ions and the time (35, 42, 49 days) of explant incubation on induction media on tissue culture-induced variation, 
which may affect the genetic homogeneity of the regenerants. And also, it was checked whether manipulating the in vitro 
conditions can affect the level of variation in the obtained regenerants. The methylation sensitive Amplified Fragment 
Length Polymorphism results revealed a high level of tissue culture-induced variation (51%). At the same time, the aver-
age sequence variation was 43%, demethylation was 5%, and de novo methylation was 3%. Among the tested nine various 
conditions (T1–T9), different levels of variation were observed depending on the modification of the medium. The test to 
determine the level of changes depending on the methylation context showed that the most changes are located in the areas 
of symmetric contexts CG and CHG. Still, the asymmetric context (CHH) has the slightest changes. Our study revealed a 
relationship between medium composition and the changes observed between triticale donor plants and their regenerants. 
Both changes in DNA sequence and its methylation may be dependent on the culture conditions. It seems that the results 
obtained may give rise to studies aimed at obtaining regenerants with the desired direction of variation (lowest, highest) 
generated by plant tissue culture.

Key message 
The gaining triticale haploids under modified in vitro culture conditions have shown a relationship between the composition 
of the medium and the changes observed between triticale donor plants and their regenerants.

Keywords Triticale · Androgenesis · Copper · Silver · Optimization · Genetic variation · metAFLP

Abbreviations
DH  Doubled haploid
DMV  Demethylation
DNMV  De novo methylation
metAFLP  Methylation sensitive amplified fragment 

length polymorphism
PIC  Polymorphic index content
SV  Sequence variation
TCIV  Tissue culture-induced variation

Introduction

The progress that has been made in recent years in tissue 
culture is associated with an increase in the yield of green 
regenerants (Dreger et al. 2019; Hossein Pour et al. 2020; 
Klimek-Chodacka et al. 2020), an improvement of ploidy 
manipulation e.g., chromosome doubling (Kasha 2005; 
Ślusarkiewicz-Jarzina et al. 2017; Touchell et al. 2020), and 
with an rise in the knowledge of the mechanisms participat-
ing during plant regeneration (Ichihashi et al. 2020; Ikeuchi 
et al. 2018; Lee and Seo 2018; Pasternak and Dudits 2019). 
One of the difficulties faced is the existence of tissue cul-
ture-induced variation (TCIV) (Machczyńska et al. 2014) in 
regenerants, sometimes interchangeably called somaclonal 
variation (Ghosh et al. 2021). The TCIV may be manifested 
at morphological (Cao et al. 2016; Eeckhaut et al. 2020), 
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biochemical (Filipecki et al. 2006), organellar (Ballesteros 
et al. 2009; Schmidt et al. 1996), and DNA (Aydin et al. 
2016; Orłowska 2021) levels.

Tissue culture-induced variation is a complex phenom-
enon (Bednarek and Orłowska 2020b; Krishna et al. 2016) 
displayed at both genetic and epigenetic levels concerning 
the DNA of regenerants (Coronel et al. 2018; Fiuk et al. 
2010; Mikuła et al. 2011). During plant regeneration when 
the explants are isolated microspores or anthers, reprogram-
ming of the developmental pathway from gametophytic to 
sporophytic occurs (Chege et al. 2020; Hale et al. 2020; Mar-
aschin et al. 2005). This reprogramming is associated with a 
change in DNA methylation status (de novo methylation and 
demethylation); hence, such changes identified in the DNA 
of regenerants may impact TCIV. Moreover, methylation 
pattern alterations (DNA demethylation) may resonate with 
sequence variation (SV) (Bednarek and Orłowska 2020a) 
and such actions may be partly controlled by ingredients 
of in vitro tissue cultures (Kumlehn et al. 2006; Makowska 
et al. 2017a; Menke-Milczarek and Zimny 2001; Oleszczuk 
et al. 2006) involving the appropriate balance of ions and 
the maintenance of a proper time regime. Such ingredients 
may influence biochemical pathways and may contribute to 
the cell fate (Bustillo-Avendaño et al. 2018; Ikeda-Iwai et al. 
2003; Kiyosue et al. 1990; Pěnčík et al. 2015). They may 
also result in improved plant regeneration (Makowska et al. 
2017b; Sakina et al. 2020; Warchoł et al. 2021). Among 
the many ions tested in culture media, copper and silver 
are particularly noteworthy and have been documented to 
have positive effects on plant regeneration (Kaur and Kumar 
2020; Kumar et al. 2009; Orłowska et al. 2020; Wojnarowiez 
et al. 2002). Enrichment of in vitro culture media with cop-
per ions resulted primarily in increased green plant regenera-
tion (Dahleen 1995; Jacquard et al. 2009). It could be due 
to microspore's survival improvement (Wojnarowiez et al. 
2002), densification of the number of plastids in cells, accu-
mulation of starch grains in microspores, and induction of 
amyloplasts transforming into proplastids followed by chlo-
roplasts development (Jacquard et al. 2009). Unlike copper, 
silver ions added to in vitro culture media indirectly affect 
plant regeneration due to the physicochemical properties of 
silver being an ethylene inhibitor (Jha et al. 2007; Kumar 
et al. 2009). The good solubility, availability, and stability 
of  AgNO3 predisposes this compound as a supplement to 
in vitro culture media (Kumar et al. 2009).  AgNO3 medi-
ates ethylene inhibition and reverses growth inhibition of 
cultures (Lemos and Blake 1996). Silver ions improve callus 
formation (Fei et al. 2000; Hayta et al. 2016) and facilitate 
shoot multiplication (Hassanein et al. 2018; Purnhauser et al. 
1987; Sarropoulou et al. 2016). Positive effects of silver have 
also been reported for regeneration and in vitro rooting (Jha 
et al. 2007; Wu et al. 2006; Würschum et al. 2015) and 
on anther culture of strawberry (Shahvali-Kohshour et al. 

2013). Silver ions also counteracted callus necrosis (Wu 
et al. 2006) and had a modulatory effect on organogenesis 
(Paladi et al. 2017).

Another factor that influences plant regeneration and 
somaclonal variation is the time of in vitro culture. The 
longer the time of in vitro culture and the more passages 
are done, the higher the level of changes observed (Bairu 
et al. 2006; Deepthi 2018; Etienne and Bertrand 2003). It 
was documented that changes affecting DNA methylation in 
regenerants may be related to time on the tissue culture run 
(Bednarek and Orłowska 2020c; Rival et al. 2013).

Even though silver and copper ions are readily used in 
plant tissue cultures and are present in many biochemical 
pathways (Puchkova et al. 2019), little is known about their 
role in the TCIV in triticale. There is also a lack of broader 
evidence regarding the effect of time on triticale plant regen-
eration through the androgenesis pathway in anther cultures. 
Hence, a study was undertaken to evaluate Cu and Ag ions' 
effect on variation in triticale regenerants. The importance 
of triticale has been enlarged in recent years, reflected in the 
increasing area harvested from 467 ha previously recorded 
in 1975 to almost four mln ha of worldwide area in 2019 
(3.8 mln ha) (FAO 2019). Due to its adaptation to various 
environmental conditions, triticale is a viable alternative 
crop that performs better than wheat on poor quality soils 
(Ayalew et al. 2018) and is more resistant to typical cereal 
fungal diseases (Ablova 1997).

The study aims to evaluate the role of copper and silver 
ions and time on the tissue culture-induced variation that 
arises during triticale plant regeneration in anther cultures.

Materials and methods

Donor plants regeneration

Winter triticale (X Triticosecale spp. Wittmack ex A. Camus 
1927) cultivar T28/2 derived from cv. Mungis × cv. Presto 
cross was provided by Sylwia Oleszczuk (Plant Breeding 
and Acclimatization Institute-National Research Institute, 
Radzików, Poland). Mature, dry seeds of initial triticale 
plants were surface-sterilized with 10% aqueous solution 
of sodium hypochlorite for 10 min, rinsed three times with 
distilled water, placed on wet filter paper in Petri dishes 
and left for 24 h at 4 °C and next left for 24 h in a room 
temperature. Sprouted seeds were put into seedling starting 
trays filled with soil and sand (3:1). Plants were grown under 
controlled conditions in a growth chamber at 16/12 °C (day/
night) regime until the 4th leaf was fully formed. Photoper-
iod (16 h/8 h; light/dark) and light intensity (190 µE  m−2  s−1) 
was maintained using high-pressure sodium lamps. Next, 
seedlings were vernalized at 4 °C for 6 weeks under short-
day photoperiod (8 h/16 h) in 20 µE  m−2  s−1 light intensity. 
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After vernalization, plants were potted into pots filled with a 
soil-sand mixture and grown in greenhouse conditions. Dur-
ing the vegetative stage, plants were watered twice a week 
with soluble fertilizer (Florovit).

Tillers of initial triticale plants were ready to harvest 
when most of the microspores were mid to the uninucle-
ate stage. The developmental stage of microspores was 
estimated by acetic carmine staining. Collected tillers were 
wrapped in plastic bags and stored for 20 days at 4 °C in 
the dark in jars with water. Anther culture was established 
from spikes sterilized by soaking in 70% ethanol for 1 min, 
followed by soaking in 10% sodium hypochlorite for 20 min 
and washed four times with sterile deionized water (Oleszc-
zuk et al. 2004). Then, under sterile conditions, the anthers 
were excised of spikes and placed on a semi-solid induc-
tion medium prepared in Petri dishes (55 mm diameter). 
Here was used 190-2 medium (Zhuang and Xu 1983) with 
90 g  l−1 maltose and 438 mg  l−1 glutamine supplemented 
with 2 mg  l−1 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 0.5 mg  l−1 
kinetin. Anthers on induction medium were incubated in 
the dark at 26 °C. After ca. 35 days first calli, embryo-like 
structures, and embryos were transferred onto regeneration 
190-2 medium (Zhuang and Xu 1983) supplemented with 
0.5 mg  l−1 naphthalene acetic acid and 1.5 mg  l−1 kinetin. 
The incubation on regeneration media occurred at 26 °C 
under 16 h/8 h light/dark photoperiod with 50 µE  m−2  s−1 
light intensity. Green plants were transferred to glass flasks 
containing N6I rooting medium (Chu 1978) supplemented 
with 2 mg  l−1 indole-3-acetic acid. The developed plantlets 
were planted to pots with a soil-sand mixture and were ver-
nalized as initial triticale plants (4 °C for 6 weeks). After 
vernalization, plants grown in greenhouse conditions. The 
chromosome doubling occurred spontaneously. The ploidy 
of the regenerants was estimated, considering their mor-
phology (plant growth, leaf shape, color and width, tiller-
ing mode, spike number) and comparing it with the initial 
plants. Spikes from randomly chosen regenerants were 
self-pollinated. Generative progenies derived from doubled 
haploids (DH) regenerants were used as donor plants (D) in 
the experiment tested various concentrations of  CuSO4 and 
 AgNO3 in the induction media and the time of incubation 
explants on them.

Plant regeneration conditions

The protocol described above for triticale donor plant regen-
eration from anthers in plant tissue cultures was repeated 
and treated as a control experiment (T1). Other tested con-
ditions (T2–T9) consisted of modifying the control trial T1 
by adding  Cu2+ and  Ag+ ions to the induction medium and 
changing the induction media's incubation time. Thus induc-
tion media were prepared in nine trials (T1–T9) considering 
the addition of  CuSO4 (0.1, 5, 10 µM) and  AgNO3 (0, 10, 

60 µM) ions and the incubation time (35, 42, 49 days) of 
anthers on these media. The induction step's length covered 
the time from plating explants on induction media to calli 
collection and transferred them on regeneration media.

DNA extraction

Young leaves of regenerants and donor plants were collected 
and ground in liquid nitrogen. According to the manufac-
turer procedure, the genomic DNA from leaf samples was 
extracted using the Plant DNeasy MiniPrep Kit (Qiagen, 
Hilding, Germany). DNA concentration and purity were 
estimated using a spectrophotometer at a wavelength of 260 
and 280 nm. The integrity of DNA samples was checked 
in 1.2% agarose gel electrophoresis with ethidium bromide 
staining. Finally, there was prepared 500 ng of genomic 
DNA for each restriction reaction.

Methylation sensitive amplified fragment length 
polymorphism procedure

The subsequent steps of the metAFLP method were per-
formed as previously published (Bednarek et al. 2007). 
Minor changes were made to the procedure (Machczyńska 
et  al. 2014). Briefly, two DNA samples were prepared 
for each plant tested, each with 500 ng of genomic DNA. 
These samples were digested in parallel with two restric-
tion enzymes Acc65I/MseI and KpnI/MseI. Once DNA frag-
ments were obtained, synthetic oligonucleotides (adapters) 
(Table S1) were attached following their ligation. The liga-
tion product was diluted with water (1:3), and 2.5 µl were 
extracted from it for the pre-selective PCR. Pre-selective 
amplification of DNA fragments was performed in the 
presence of pre-selective primers. The pre-selective ampli-
fication product was diluted with water (1:20). From this 
mixture, 1.5 µl were taken for a selective PCR using selec-
tive primers. The sequences of all oligonucleotides used 
are given in Table S1. In selective PCR, one primer (CG-, 
CXG- or CXX-) was γ32P-labeled. The product of selective 
PCR was electrophoresed in a 7% polyacrylamide gel. Visu-
alization of fractionated DNA fragments was performed by 
exposing the gels to X-ray film.

Assignment of markers to DNA methylation 
and sequence changes

Band profiles obtained from the separation of DNA frag-
ments derived from the Acc65I/MseI and KpnI/MseI cuts 
were converted into zero–one matrices. The presence of a 
band was coded as "1", the absence as "0". These matrices 
were then set against each other. Using the Acc65I/MseI 
enzyme pair provides information about changes in sequence 
and DNA methylation (matrix A). In contrast, the bands 
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obtained from the separation of DNA fragments released 
by the KpnI/MseI restriction endonucleases only provide 
information about DNA sequence changes (matrix K). Thus, 
the juxtaposition of the two matrices allows extraction of 
DNA fragments related only to DNA methylation changes 
(matrix M).

Quantification of metAFLP characteristics 
accounting for symmetric and asymmetric 
methylation

Juxtaposed 0–1 matrices derived from cutting DNA with two 
different sets of restriction enzymes allow simple estimation 
of DNA fragments associated with changes in sequence and 
DNA methylation and enable accurate characterization of 
changes such as DNA demethylation (DMV), de novo meth-
ylation (DNMV), and sequence variation (SV). Such estima-
tion is possible because of Acc65I and MseI enzymes' differ-
ent activities concerning the presence of methylated cytosine 
at the DNA cut site. Besides, juxtaposing band profiles from 
the donor plant and the regenerant allows quantification of 
individual metAFLP characteristics (DNM, DNMV, SV) and 
tissue culture-induced variation (TCIV).

Using specially designed selective primers directed 
towards symmetric and asymmetric DNA sequences evalu-
ated in the metAFLP technique allows identifying CG, CHG, 
and CHH methylation changes contexts. This distinction is 
based on information regarding the restriction site recogni-
tion by the Acc65I and KpnI enzymes which recognize the 
5′-GGA TCC -3′ sequence. Therefore, selective primers end-
ing in any combination of A and T can amplify the asym-
metric CHH sequence. The metAFLP primers that end with 
the -CHG sequence at the 3′-end and those with the -CG 
sequence reflect symmetric context. Based on such assump-
tions, it is possible to assign changes in methylation patterns 
and changes in DNA sequence to either symmetric or asym-
metric contexts. A detailed description of the metAFLP enu-
meration system and the assignment of methylation contexts 
was provided previously (Orłowska and Bednarek 2020).

The metAFLP markers

GenAlex (Excel add-in software) (Peakall and Smouse 
2012) was employed for the evaluation of molecular marker 
characteristics of metAFLP markers using the KpnI/MseI 
platform (matrix K) and those addressed to methylation 
changes (matrix M). There were assessed: the percentage 
of polymorphic loci (%P), heterozygosity and polymor-
phic index content (PIC) − calculated as PIC = 2ƒi(1 − ƒi) 
where ƒi is a frequency of the given markers indicated as 
“1” and 1- ƒi is a frequency of “0” markers (Anderson et al. 
1993; Roldán-Ruiz et al. 2000; Soengas et al. 2006). The 
total number of markers averaged the PICs of individual 

markers. XLSTAT software (Addinsoft 2020) was applied 
to perform agglomeration (UPGMA and dissimilarity Jac-
card coefficients).

Analysis of variance (ANOVA)

One-way ANOVA or one-way Welch ANOVA performed 
determination of differences between mean values for 
metAFLP characteristics (TCIV, SV, DMV, DNMV) in spe-
cific methylation contexts (CHH, CG, CHG) for the regen-
eration conditions tested (1T–9T). If homogeneity of vari-
ances was violated, as assessed by Levene's test, the multiple 
comparisons were checked by Games-Howell post hoc test 
instead of Tukey’s post hoc test. ANOVA was performed 
using XLSTAT software (Addinsoft 2020).

Results

Visual inspection of plant material

Twenty-four donor plants, which were the generative prog-
eny of regenerants derived from anther cultures, were 
obtained. All donor plants showed the same morphology 
(plant growth, leaf shape, color and width, tillering mode, 
and spikes number) as the initial triticale plants. Anthers 
from a randomly selected donor plant were used as explants 
to collect triticale regenerants in an experiment testing dif-
ferent in vitro culture conditions (trials T1–T9). For nine 
different testing experiments, 44 regenerants were collected, 
which were spontaneously doubled haploids. Spontaneous 
doubling of regenerants was evaluated by indirect method 
considering plant morphology—plant height, leaf size, plant 
vigor, fertility, and grain set. The regenerants selected for 
analysis did not differ from the donor plant at morphologi-
cal level.

Marker system characteristics

The metAFLP approach allowed the identification of 449 
and 555 markers reflecting donors and regenerated plants 
sequence variation, respectively. The respective character-
istics of markers related to DNA methylation patterns were 
34 and 160 (Table 1). There were 448 and 463 (K) and 30 
and 77 (M) markers with a frequency higher than 5%. The 
two marker sets exhibited a large number of private bands in 
regenerants and none of such bands for donors. PIC values 
for the K and M markers were the same for K and M markers 
for donors 0.007 and 0.023 for K and 0.017 for M markers 
for the regenerants set. Heterozygosity was lower for donors 
(0.003 for K and 0.007 for M) than for regenerants set (0.079 
for K and 0.0229 for M markers) (Table 1, Fig. 1).
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Sequence and DNA methylation-related markers used 
in agglomeration analysis of donors (Fig. 1a) and regener-
ants (Fig. 1b) demonstrated a lower level of variation of 
the analyzed samples based on sequence markers than DNA 
methylation-related ones.

Agglomeration analysis performed on donor plants 
grouped samples into two clusters. The first one reflected 
sequence whereas the second DNA methylation changes 
(Fig. 2a). The same grouping pattern was observed for 
regenerants of a single donor (Fig. 2a, b). In both cases, 

grouping based on sequence data (K) exhibited lower varia-
tion between samples compared to methylation changes (M). 
Independently of whether K or M markers were used for 
analysis donor plant was always apart from the regenerants 
however, within the cluster of K or M.

Trials by general quantitative metAFLP 
characteristics

The highest value of the TCIV was observed for the trial T3, 
characterized by the lowest concentration of copper ions and 
the highest concentration of silver ions in the medium, how-
ever, with the longest in vitro tissue culture time (Table 2). 
Very similar outcomes were observed for trial T5. Interest-
ingly, in this case, medium copper ion concentration and 
lack of silver ions with the longest time of culture were 
applied. The lowest TCIV was evaluated for T9 with the 
highest copper ion concentration, lack of silver ions, and 
medium time of in vitro tissue cultures. ANOVA post hoc 
Tukey’s (HSD) test showed that the T1, T3, T4, and T5 
were in the same group, whereas the T9 in the second. The 
remaining trials were classified into the two groups simulta-
neously. Sequence variation varied slightly from trials with 
the lowest value for T9 and the highest for T3. ANOVA 

Table 1  Total band patterns data for donors and regenerants for 
sequence (K) and methylation (M) pattern change markers

Characteristics Donors Regenerants

K M K M

No. Bands 449 34 555 160
No. Bands Freq. ≥ 5% 448 30 463 77
No. Private Bands 0 0 432 37
No. LComm Bands (≤ 25%) 0 0 0 0
No. LComm Bands (≤ 50%) 0 0 0 0
Mean He 0.003 0.007 0.079 0.029
SE of Mean He 0.002 0.002 0.005 0.003
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indicated two groups represented by T3 and the second by 
T8 and T9 trials. The remaining were classified into several 
groups simultaneously. DNA demethylation with the lowest 

values was identified for the T2. The trial was conducted 
with the lowest concentration of copper ions, low concentra-
tion of silver ions in the medium and average time of culture. 
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Fig. 2  Agglomeration analysis (UPGMA, Jaccard) based on sequence (K) and virtual markers related to DNA methylation differences (M) eval-
uated for donors (a) and one donor plant with its regenerants (b) derived via androgenesis in the T1–T9 trials

Table 2  The arrangement of 
ANOVA data grouping trials 
according to general metAFLP 
quantitative characteristics 
based on Tukey’s (HSD) post 
hoc test

The a, b and c superscript letters indicate Tukey’s grouping
† T1, control; T2–T9, optimisation trials
†† The TCIV, SV, DMV, and DNMV characteristics reflect tissue culture-induced variation, sequence varia-
tion, demethylation, de novo methylation, respectively

Trial† metAFLP  characteristics†† In vitro conditions

TCIV SV DMV DNMV Cu2+ (µM) Ag+ (µM) Time (days)

T1 51.84a 43.55ab 5.08a 3.21c 0.1 0 35
T2 51.73ab 43.47abc 5.14a 3.13c 0.1 2 42
T3 52.24a 43.76a 5.26a 3.22bc 0.1 10 49
T4 51.89a 43.39abc 5.11a 3.39abc 5 10 42
T5 52.12a 43.52abc 5.12a 3.48a 5 0 49
T6 51.78ab 43.20c 5.14a 3.44ab 5 2 35
T7 51.81ab 43.23bc 5.24a 3.34abc 10 2 49
T8 51.66ab 43.11c 5.19a 3.35abc 10 10 35
T9 51.50b 43.03c 5.12a 3.35abc 10 0 42
F 2.794 3.202 2.045 7.923
p 0.017 0.008 0.069 0.0001
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ANOVA was not significant and the trials did not differ in 
DMV. The DNMV was the highest for the T5 and the low-
est for the T2. ANOVA grouping showed that the T5 was 
distinct from the T1 and T2, whereas the other trials were 
classified into several groups simultaneously.

Comparison of the metAFLP quantitative 
characteristics by DNA contexts

ANOVA indicated that grouping metAFLP characteristics 
according to sequence contexts within variation types (SV, 
DMV and DNMV) was significant (Table 3). According to 
the Games-Howell post-hoc tests contexts differed from each 
other in all cases and formed separate groups based on vari-
ation mean values.

Trials by DNA contexts

According to Levene's test, the assumption of homogeneity 
of variance for the metAFLP characteristics in CHG and CG 
contexts met assumptions. Thus, ANOVA showed that using 
CHG context-related metAFLP markers, the comparisons 
between trials were significant only for SV_CHG (F = 5.575, 
p = 0.0001). ANOVA presented differences between trials in 
the CG context and only for SV_CG (F = 2.361, p = 0.038). 
Slightly different results were evaluated for the asymmetric 
CHH context; here, according to Levene's test, the assump-
tion of homogeneity of variance was violated (p < 0.01) for 
all metAFLP characteristics. An unequal number of samples 
represented the trials. Thus, the Welch's ANOVA was run 
and displayed significant differences between trials for all 
metAFLP characteristics SV_CHH (F = 3.910, p = 0.017), 
DMV_CHH (F = 4.239, p = 0.013, and DNMV_CHH 
(F = 1143.106, p = 0.0001).

Tukey's HSD test for SV_CHG established that T3 and 
T9 formed two distinct groups, whereas the other trials 
fell into two or three groups simultaneously. The lowest 
SV_CHG was in T9, encompassing regenerants derived 
under the highest copper ion concentration, lack of silver 

ions in the medium, and incubation time on induction 
medium. When copper ion concentration was the lowest, 
silver ions were low, and time was intermediate, SV_CHG 
was the highest (T3) (Table 4).

When CG sequence context was analyzed (Table 4), 
mean differences between trials were significant only in 
SV_CG. According to Tukey's HSD test, T4 was distinct 
from T5, whereas the other trials were in both T4 and T5 
groups. T5 exhibited the highest values of SV_CG; here, 
the moderate amount of  Cu2+ ions was used, without  Ag+ 
ions and during the most extended incubation on induction 
media (49 days).

As the assumption of homogeneity of variance was 
violated for all metAFLP characteristics in the CHH con-
text, the Games-Howell post hoc test was conducted. The 
T5 differed from T6 based on SV_CHH, with the highest 
mean CHH_SV value equal to 8.75 (T5) and the lowest 
5.54 for T6 (Table 4). A moderate concentration of  Cu2+ 
ions in the medium was applied, without  Ag+ ions, and the 
most extended incubation on induction media (49 days). 
The Games-Howell post hoc test for DMV_CHH was not 
discriminatory enough to show differences between the tri-
als (Table 4). For de novo methylation, the Games-Howell 
post hoc test demonstrated that trials T1 and T2 composed 
one group, which differ from T5, whereas the other trials 
were classified either to T1 or T2 groups or to both of them 
simultaneously (Table 4). Moreover, DNMV_CHH was 
the highest for T5 and the lowest in T1 and T2 (Table 4). 
Similar to SV_CHH, the moderate amount of  Cu2+ ions, 
absence of  Ag+ ones, and the most extended incubation 
on induction media (49 days) favored the highest level 
of DNMV_CHH. Nevertheless, the lowest values for de 
novo methylation in the context of CHH were observed 
at the lowest  Cu2+ level, at no or intermediate  Ag+ level, 
and at the shortest and average anther incubation time on 
inducing media.

Table 3  The results of ANOVA statistics and the Games-Howell post 
hoc tests demonstrating differences between DNA sequence contexts 
for the metAFLP characteristics

The a, b, and c superscript letters indicate Games-Howell's grouping

Methylation context metAFLP characteristics

SV DMV DNMV

CHG 23.27a 2.92a 1.63a

CG 11.51b 1.44b 1.15b

CHH 8.65c 0.76c 0.55c

F Welch 68,943.775 34,718.649 1289.097
p 0.0001 0.0001 0.0001

Table 4  Turkey’s HSD post hoc test for trials by metAFLP character-
istics within CHG and CG sequence context

The a, b, c, and d superscript letters indicate Tukey's grouping

Trial metAFLP characteristics in methylation contexts

SV_CHG SV_CG SV_CHH DMV_CHH DNMV_CHH

T1 23.46a 11.48ab 8.66ab 0.74a 0.37a

T2 23.42ab 11.51ab 8.58ab 0.73a 0.37a

T3 23.55a 11.52ab 8.73ab 0.89a 0.41ab

T4 23.35abc 11.36b 8.70ab 0.74a 0.60bcd

T5 23.23abc 11.57a 8.75a 0.74a 0.71d

T6 23.16bc 11.52ab 8.54b 0.73a 0.69cd

T7 23.15bc 11.52ab 8.59ab 0.79a 0.55bc

T8 23.06bc 11.52ab 8.56ab 0.74a 0.55bc

T9 22.97c 11.52ab 8.57ab 0.74a 0.55bc
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Discussion

Studies employing in vitro cultures indicate that tissue 
cultures are a stressful environment used for plant regen-
eration. That kind of abiotic stress is not without effect on 
the resulting tissues or plants and can lead to TCIV mani-
fested at the phenotypic (Abdellatif et al. 2012; Farahani 
et al. 2018), cytological (Currais et al. 2013), biochemical 
(Filipecki et al. 2006) and (epi)genetic levels (Machczyńska 
et al. 2015a; Oleszczuk et al. 2002; Orłowska and Bednarek 
2020). Analysis of morphological traits (plant height, leaf 
size, tillering, and fertile grain setting) showed that regener-
ants and their donor plants were in type without any visually 
observed differences. Lack of morphological differences was 
also demonstrated in the case of barley (Orłowska 2021), 
Gentianna pannonica (Fiuk et al. 2010), and also in triticale 
(Machczyńska et al. 2015b). Thus, morphological differ-
ences in regenerants seem to be rare and off-type regenerants 
could be easily removed from experiments. Evidently how-
ever lack of morphological differences between regenerants 
does not exclude that other levels are not affected by in vitro 
tissue culture. Alternatively, pre-existing minor level of vari-
ation due to i.e., somatic mutations could also contribute to 
the phenomenon (Karp 1994).

To minimize the pre-existing variation level, the donor 
plants were the generative progeny of a single DH plant. 
We have used a similar approach of donor plant prepara-
tion routinely (Machczyńska et al. 2014; Orłowska 2021; 
Orłowska and Bednarek 2020). It was showed that donor 
plants that subjected to generative cycle exhibited higher 
uniformity levels than their regenerants (Machczyńska 
et al. 2014; Machczyńska et al. 2015b; Orłowska et al. 
2016). Hence, designing an appropriate way to obtain 
donor plants that were the source of anthers was crucial 
in the present study and involved a single generative cycle 
in which regenerants underwent selfing.

The other vital aspect of the study was the metAFLP 
approach's involvement in evaluating markers reflect-
ing sequence and DNA methylation-related markers. The 
metAFLP technique exploits the properties of restric-
tion endonucleases which are isoschizomers that differ 
in their sensitivity towards site DNA methylation within 
the restriction site and its vicinity. The Acc65I/MseI and 
KpnI/MseI, metAFLP profile comparison, could be used 
to have sequence and DNA methylation-related markers 
(Chwedorzewska and Bednarek 2012). The approach was 
successfully used by us and the others (Chwedorzewska and 
Bednarek 2012; Orłowska and Bednarek 2020), and proved 
its value in the current study. The donors showed a minimal 
level of heterozygosity (0.003 and 0.007 for K and M data), 
indicating that the explant source could contribute to the 
variation shared among regenerants to a very tiny level.

Further, as a marginal variation between donor plants 
existed, and using distinct donors could contribute to TCIV, 
only a single, randomly chosen donor plant was used as a 
source of explant tissue for plant regeneration. Thus, the 
effect of genotype (Bradaï et al. 2019; Etienne and Ber-
trand 2003; Yu et al. 2011) was also taken into account. As 
demonstrated by heterozygosity and agglomeration analy-
sis, the regenerants exhibited higher variation levels and 
genetic distance than donor plants based on K and M mark-
ers interpreted by us in terms of the TCIV. Besides, methyl-
ation-related markers revealed an increased variation level 
between regenerants compared to sequence-related markers. 
That is in line with our earlier results evaluated on barley 
donor plants and regenerants derived via somatic embryo-
genesis (Orłowska 2021) and androgenesis (Orłowska and 
Bednarek 2020). Still, we cannot exclude that pre-existing 
variation somewhat affected the data. Nevertheless, we 
believe that the effect was negligible.

The value of the metAFLP approach is the opportunity 
to quantify sequence variation, de novo methylation, and 
DNA demethylation (Machczyńska et al. 2014; Orłowska 
and Bednarek 2020) relative to ingredients present in the 
induction medium. It is being accepted that media composi-
tion (Aydin et al. 2016; Mahmoud et al. 2017; Matsuda et al. 
2014) and time (Liberatore et al. 2020) may influence tissue 
culture-induced variation (Bednarek and Orłowska 2020a, 
c; Bednarek et al. 2020; Orłowska 2021). It was demon-
strated that copper and silver ions might influence the Yang 
cycles affecting DNA methylation and sequence variation 
(Bednarek and Orłowska 2020a). Moreover, the changes 
contributed to the number of green plants was somewhat 
controlled by the ions in barley (Bednarek and Orłowska 
2020c). Besides, the time of cultures was also crucial in 
those cases (Bednarek and Orłowska 2020c). Thus, we have 
expected that the ions might be vital for the regeneration 
of other cereals. The notion is supported by the fact that by 
optimizing the concentration of copper and silver ions in the 
media and time of cultures, we succeeded in optimizing triti-
cale in vitro tissue culture conditions towards an increased 
number of green plants (Orłowska et al. 2020). Analysis 
of differences of means based on ANOVA showed that the 
trials differing in conditions applied for plant regeneration 
gathered into separate groups using any of the metAFLP 
quantitative characteristics, supporting the hypothesis that 
media ingredients are responsible for the TCIV. Although 
data on TCIV in triticale regenerants obtained by androgene-
sis and somatic embryogenesis can be found in the literature 
(Machczyńska et al. 2015a, b), no studies have attempted to 
modulate TCIV levels in triticale. Our data demonstrate that 
manipulating ingredient concentration and time of in vitro 
culture may either increase or decrease TCIV variation 
level. Possibly, copper ions at increased concentrations were 
responsible for the lowest values of TCIV.
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Interestingly, those conditions corresponded to the high-
est number of green plants, as showed earlier (Orłowska 
et al. 2020). The very similar results were evaluated for 
anther derived barley regenerants where the highest copper 
ion concentration promoted the lowest TCIV (Orłowska and 
Bednarek 2020). Furthermore, a high concentration of  Cu2+ 
ions applied to barley cultures improved anther response by 
15% and positively affected green plant regeneration (Jac-
quard et al. 2009; Wojnarowiez et al. 2002) and formation 
of embryo-like structures (Warchoł et al. 2021).

The most significant contribution to the total varia-
tion identified in regenerants was due to DNA sequence 
changes. On average, more than 43% of such changes were 
observed, compared to about 20% reported in earlier work 
(Machczyńska et al. 2015b). The nearly twofold difference 
may have been the result of various genotype tested or cul-
ture media conditions. Despite the difference in sequence 
variation in our study and previously published studies 
(Machczyńska et al. 2015b), the demethylation value is 
similar in both cases. However, we observed differences 
in de novo methylation levels. The lower level of DNMV 
recorded in work presented here may have affected the 
level of sequence variation observed in the DNA of triticale 
regenerants.

When analyzing the amount of SV in each trial, the low-
est values of sequence changes were observed at the highest 
level of copper and at the extreme levels (low and high) of 
 Ag+ ions, indicating the lack of influence of silver ions on 
the observed DNA sequence changes. A similar trend regard-
ing SV was also observed in barley regenerants obtained in 
anther cultures (Orłowska and Bednarek 2020). On the other 
hand, the results related to demethylation (ca. 5%) and de 
novo methylation (ca 3%) were slightly different; however, 
ANOVA indicated no significant differences between DMV 
trials. De novo methylation was the highest in the trial (T5) 
with average copper levels, no  Ag+, and the longest incuba-
tion step of the explants (49 days) on the induction medium. 
The fewest new de novo methylation events were observed 
under control conditions (T1) and at low  Cu2+,  Ag+ levels, 
and intermediate incubation time (42 days). Considering that 
the conditions proposed in the T9 trial are conducive to the 
best performance in the production of green regenerants of 
triticale (Orłowska et al. 2020), the fact of low TCIV seems 
an excellent rationale to select in vitro culture conditions 
that will not only improve the performance of the system in 
terms of production of green regenerants but also produce 
genetically equal DH plants.

Applying the metAFLP method gives the possibility to 
determine which methylation contexts were most likely to 
change. For all metAFLP characteristics tested according to 
ANOVA, each context was distinct, with the most variation 
identified in the two symmetric contexts (CG and CHG) and 
the lowest in the asymmetric CHH. The observed variation 

distribution is not surprising since commonly methyla-
tion in asymmetric contexts occurs least frequently (Cokus 
et al. 2008). However, even though methylation in plants 
occurs more frequently in the symmetric CG context than 
in the CHG context (Cokus et al. 2008), higher variability 
was observed precisely in the CHG context in the case of 
triticale.

A more in-depth analysis of the methylation contexts 
shows that differences between the trials in the symmetric 
context (CHG and CG) are only apparent to sequence varia-
tion. The lack of differences in methylation changes (DMV 
and DNMV) for both symmetric contexts may be puzzling. 
A similar analysis performed for barley regenerants obtained 
by androgenesis (Orłowska and Bednarek 2020) and somatic 
embryogenesis (Orłowska 2021) did not rule out differences 
due to changes in DNA methylation. However, we cannot 
exclude the possibility that the observed changes are related 
to species specificity—barley is a natural diploid species. 
At the same time, triticale is the artificial species created 
by crossing wheat (Triticum spp.) and rye (Secale cereal L.) 
and is cytologically (Evtushenko et al. 2019) and genetically 
unstable (Kalinka and Achrem 2018). The only differences 
between culture conditions that affected DNA methylation 
changes for specific contexts referred to de novo methylation 
in the least represented CHH asymmetric context. Again, 
the highest level of DNMV methylation was observed in 
the presence of an average level of  Cu2+ without  Ag+ and 
the longest time of anther incubation on inducing media. At 
the same time, these conditions were also favorable for the 
highest level of DNA sequence changes in CG and CHH 
contexts. It cannot be excluded that the factor that influenced 
the highest level of observed changes was time—the longest 
in the presented experiment. That observation may reflect 
the general pattern that increased culture time comes with 
increased somaclonal variation (Rival et al. 2013).

Conclusions

The presented data demonstrate that media ingredients 
such as copper and silver ion concentrations and time of 
tissue culture may influence variation types, including their 
sequence contexts leading towards increased or decreased 
levels of variation. As the ions may participate in numerous 
biochemical pathways, it is crucial to verify whether similar 
pathways revealed in barley are affected in triticale.
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Abstract
Somatic embryogenesis is a plant regeneration method that can be exploited in tissue culture systems for a variety of tasks, 
such as genetic modification or the selection of somaclones with advantageous characteristics. Therefore, it is crucial to 
create efficient regeneration procedures and comprehend how medium components affect regeneration effectiveness or the 
degree of variation created in plant tissue cultures. The level of tissue culture-induced variation in triticale regenerants was 
examined in the current study in relation to the concentration of copper and silver ions in the induction media as well as 
the length of time immature zygotic embryo explants were incubated on these media. The high degree of variation (45%) 
revealed by the methylation-sensitive amplified fragment length polymorphism approach for estimating variation included 
38% DNA sequence alterations, 6% DNA demethylation, and 1% de novo DNA methylation. Different levels of variance were 
found in relation to various DNA sequence settings. The CHG context had the most alterations, whereas CG experienced 
the fewest; sequence variation predominated in each sequence context. Lower copper ion concentrations showed the most 
variance. However, it could not be connected to the duration of in vitro culture or the effect of silver ions. Accordingly, we 
think that altering the concentration of copper ions in the induction medium may throw off the equilibrium of the metabolic 
processes in which copper is involved, resulting in tissue culture-induced variation.

Keywords CG · CHG · CHH · Copper · Epigenetic variation · Genetic variation · Immature zygotic embryos · metAFLP · 
Silver

Introduction

Plant tissue culture (PTC) methods take advantage of the 
induced plant cell totipotency, which finds its outstanding 
reflection in the phenomenon of somatic embryogenesis 
(SE). Somatic embryogenesis is the multi-step developmental 
process in which somatic cells of plant explants differentiate 
into bipolar structures known as somatic embryos. Induction 
of SE can occur by acting on the explants with stress (Zavat-
tieri et al. 2010) or through appropriate growth regulators 
(Méndez-Hernández et al. 2019). In addition, the success of 

plant regeneration through SE is also influenced by genotype 
(Fiuk and Rybczyński 2008), type and age of explant (Atak 
et al. 2008), condition of donor plants (Dahleen 1999), the 
composition of culture media (Dahleen and Bregitzer 2002), 
and especially type and concentration of growth regulators 
(Przetakiewicz et al. 2003) or carbon source (Ganesan and 
Jayabalan 2005) as well as the release of organic molecules 
by the explants into the culture medium (Nic-Can et al. 
2015). Furthermore, depending on the mode, somatic embryo 
formation can occur either directly (without the callus phase) 
(Eudes et al. 2003) or indirectly (Vega et al. 2009), when 
somatic embryos are formed on the produced calli.

Over 60 years of studies on the phenomenon of SE has 
led to developing protocols for plant regeneration for many 
species, including cereals. In vitro, culture methods allowing 
obtaining plants via the SE pathway have also been elabo-
rated for triticale, a new, and synthetic crop with increasing 
importance for agriculture and plant breeding. Successful 
induction of SE in triticale was first reported for immature 
inflorescence-derived callus cultures (Eapen and Rao 1985) 
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and then in callus cultures obtained from immature (Zimny 
and Rybczyński 1985) and mature zygotic embryos (Pad-
maja et al. 1992). When it comes to the last two types of 
explants, embryogenic callus from immature embryos is 
more likely to produce somatic embryos than tissue grown 
from mature embryos (Vikrant and Rashid 2001). Although, 
in the case of triticale, more emphasis seems to have been 
put on systems of androgenic embryogenesis to obtain plants 
that are doubled haploids (DH) (Oleszczuk et al. 2004), the 
induction of SE with the use of zygotic embryos as explant 
is constantly practiced (Machczyńska et al. 2015).

Regenerants obtained by SE should be morphologically 
and genetically identical to the donor plant. However, this 
assumption is not always valid. Some changes (phenotypic, 
cytological, genetic) are observed in regenerants (de la 
Puente et al. 2008). The changes are defined by the common 
term somaclonal variation (Larkin and Scowcroft 1981) or 
tissue culture-induced variation (TCIV) (Machczyńska et al. 
2014). The first term describes changes affecting regener-
ants (Eeckhaut et al. 2020) and sometimes also their gen-
erative progeny (Zehr et al. 1987), while the second one 
refers only to changes affecting regenerants (Orłowska et al. 
2021b). The causes of variation induced by in vitro culture 
are complex (Bednarek and Orłowska 2019; Bednarek et al. 
2021); indeed, the components forming the culture media 
(Elena and Ginzo 1988; Immonen 1996), time (Etienne and 
Bertrand 2003), and conditions of PTC can be the source 
of variation. For example, among the culture media com-
ponents, micronutrients such as copper or silver seem to 
influence the course of SE and, as recently shown, genetic 
and epigenetic changes (Orłowska et al. 2021b).

At a concentration of 0.1 M, copper sulfate  (CuSO4) 
is one of the main components of the MS medium, and it 
exhibits positive effects on callus production and regenera-
tion (Malik et al. 2021). Copper ions have been widely used 
in PTC to promote plant regeneration via SE (Dordević et al. 
2019) and androgenesis pathways (Warchoł et al. 2021). In 
the latter case, copper ions reduced the production of albino 
plants (Grauda et al. 2014). Also,  CuSO4 in a concentration 
of 0.1–100 μM significantly improved the regeneration of 
triticale shoots (Purnhauser and Gyulai 1993). On the other 
hand, the concentration of  CuSO4 from 1 to 80 μM had a 
positive effect on the induction of SE and plant regeneration 
and, in the case of androgenesis, it decreased the number of 
albino regenerants (Cho et al. 1998; Jacquard et al. 2009). 
However, the concentration of 100 μM had a toxic effect and 
suppressed the formation of embryogenic calli, adversely 
influenced regeneration, and promoted the formation of 
albino wheat plants (Miroshnichenko et al. 2021).

Silver nitrate  (AgNO3) (Rojas-Lorz et al. 2019), silver 
thiosulfate  (Ag2S2O3) (Diab 2017), and silver nanoparti-
cles (AgNPs) (Malik et al. 2021) are all added to in vitro 
culture media. Their primary function is to accelerate the 

callogenesis process and improve plant regeneration. Sil-
ver nitrate, usually added to the culture media at a concen-
tration of 6–88 μM, impacts SE, shoot formation, efficient 
root growth, and organogenesis, prerequisites for success-
ful genetic transformation (Paladi et al. 2017). The use of 
 AgNO3 improved SE in wheat species Triticum durum (a 
more than 22-fold increase) (Fernandez et al. 1999) and 
Triticum aestivum (Wu et al. 2006), barley (Orłowska et al. 
2020), maize (Carvalho et al. 1997), and rice (Ghobeishavi 
et  al. 2015). Silver nitrate has been shown to mediate 
the inhibition of ethylene (Beyer 1976), a plant hormone 
involved in many developmental processes, including fruit 
ripening, abscission, senescence, growth, and flowering 
(Hobson et al. 1984). As an ethylene inhibitor,  AgNO3 has 
significantly improved shoot regeneration in wheat (Purn-
hauser et al. 1987) and counteracted the aging process of 
callus of this species (Wu et al. 2006).

Time is another factor that may impact somatic embryo-
genesis. The extended duration of in vitro culture increases 
the number of mutations in regenerated plants (Duncan 
1996), which may involve an increased mutation rate 
(Murashige and Nakano 1965) and sequential accumulation 
of mutations over time (Kaeppler et al. 2000). Thus, pro-
longed tissue culture time resulted in increased variation, 
manifested in different phenotypic variants (Armstrong and 
Phillips 1988). Also, increased callus induction time during 
SE decreases plant morphogenic potential and increases the 
numbers of albino plants and calli (Wen et al. 2004). It was 
documented that DNA methylation changes in regenerants 
may be related to time on the tissue culture run (Bednarek 
and Orlowska 2020).

Assessment of TCIV variation can be performed at dif-
ferent levels using a range of techniques, from the use of 
morphological characteristics of the clones (Eeckhaut et al. 
2020) through the use of biochemical methods (Thomas et al. 
2006) to molecular methods (Bednarek et al. 2007; Orłowska 
and Bednarek 2020; Patzak et al. 2021). The development of 
molecular techniques such as methylation-sensitive ampli-
fied fragment length polymorphism (metAFLP) has made it 
possible to characterize the variation induced by in vitro cul-
tures at the level of DNA sequence and its methylation in one 
analysis. The metAFLP exploits the properties of restriction 
enzymes which are sensitive to the presence of methylated 
cytosine in or around the cutting site. The metAFLP method 
utilizes the Acc65I and KpnI isoschizomers to recognize the 
5′-GGT ACC -3′ sequence. Acc65I does not hydrolyze a DNA 
strand if the cytosine is methylated. On the other hand, the 
restriction enzyme KpnI cuts the DNA strand regardless of the 
presence of cytosine methylation. In the metAFLP technique, 
the differences between DNA profiles result from cutting the 
DNA of the donor plant and the regenerant with two pairs of 
restriction enzymes, namely Acc65I/MseI and KpnI/MseI. The 
method allows the estimation of changes both qualitatively 
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and quantitatively. Using the isoschizomers permits quan-
titative assessment of TCIV and its components (sequence 
variation-SV, demethylation-DMV, and de novo DNA meth-
ylation-DNMV). In addition, the development of the method 
enabled the estimation of changes in specific DNA nucleotide 
sequences (hereafter referred to as sequence contexts) reflect-
ing symmetric (CG and CHG) and asymmetric (CHH) cyto-
sine methylation (H stands for A, C, T).

Although the function of copper and silver ions is relatively 
well studied concerning obtaining regenerants in PTC, includ-
ing cereal ones, there is a lack of information on how these 
ions, in combination with various incubation times of imma-
ture zygotic embryos on induction medium (IM), can influence 
TCIV in triticale regenerants obtained by SE. Thus, the aim of 
this study was to evaluate the impact of copper and silver ions 
and incubation time of explants on TCIV in triticale regener-
ants obtained via SE in immature zygotic embryo cultures.

Material and methods

Acquisition of donor plants

The cultivar T28/2 of winter triticale (X Triticosecale spp. 
Wittmack ex A. Camus 1927) derived from cv. Presto × cv. 
Mungis cross provided by dr Sylwia Oleszczuk (Plant Breed-
ing and Acclimatization Institute-NRI, Radzików, Poland) 
served to prepare donor plants via in vitro anther culture. The 
precise procedure for getting donor plants was previously 
published (Pachota et al. 2022). Simply put, we first obtained 
regenerants that were DH in anther culture. The final donor 
plants in the experiment were then obtained as the generative 
progeny of DH regenerants. Twenty donor plants were used 
to conduct additional research on triticale plant regeneration 
via SE from immature zygotic embryos under various in vitro 
growth conditions.

Plant regeneration via somatic embryogenesis

Twenty donor seedlings were cultivated in a growth chamber 
at 16/12 °C (day/night). Photoperiod (16 h/8 h; light/dark) and 
light intensity (190 μE  m−2  s−1) were maintained using high-
pressure sodium lamps. After vernalization at 4 °C for 6 weeks 
under short-day photoperiod (8 h/16 h) in 20 μE  m−2  s−1 light 
intensity plants were grown in greenhouse conditions. Spikes 
with unripe caryopses were harvested after 12–16 days of 
self-pollination. The caryopses removed from the tillers 

were surface-sterilized with 70% ethanol for 1 min and then 
transferred to 10% sodium hypochlorite solution (NaOCl) 
for 20 min. The caryopses were then thoroughly rinsed four 
times with distilled water. Immature zygotic embryos were 
dissected from the disinfected caryopses and plated on an MS 
induction medium (Murashige and Skoog 1962) with 2 mg  l−1 
2,4-dichlorophenoxyacetic acid. Nine variants of tissue culture 
(trials: T1–T9) included IM with various concentrations of 
 CuSO4 ×  5H2O (0.1, 5, 10 μM) and  AgNO3 (0, 10, 60 μM), and 
the incubation time (35, 42, 49 days) of immature embryos on 
these media (Table 1). The combination of the factors tested 
(Cu, Ag, time), as well as the concentration levels and the 
number of days, was determined according to the design of 
experiment principles based on Taguchi’s orthogonal arrays 
(Taguchi 1986). The induction step’s length (incubation time) 
covered the time from plating embryos on IM to calli collec-
tion and transferring them on regeneration media. Trial T1 was 
considered a control. Immature zygotic embryos were incu-
bated on IM at 26 °C under a photoperiod of 16 h/8 h (light/
dark). After several days, first calli and subsequent somatic 
embryos were recorded and transferred on a solid regeneration 
medium 190–2. Calli and embryos were incubated at 26 °C 
under 16 h/8 h (light/dark) conditions. Regenerated plants 
were transferred to a glass flask with rooting medium N6I 
(Chu 1978) supplemented with 2 mg  l−1 indole-3-acetic acid. 
Seedlings with a well-developed root system were transferred 
into pots (soil to sand 3:1) and grown to maturity under con-
trolled conditions in the greenhouse on a 16 h/8 h (light/dark) 
photoperiod. Immature zygotic embryos from each donor plant 
were plated on all the IM tested (T1–T9); however, regenerants 
for each trial were not obtained for every donor plant. Between 
0 and 12 regenerants were obtained per trial for different donor 
plants. Finally, regenerants from a single donor plant repre-
senting all in vitro culture conditions tested (T1–T9) were 
selected for analysis. After all, forty-five regenerants origi-
nating from one donor plant were prepared for analysis. Five 
regenerants from each trial (T1–T9) were tested.

DNA extraction and metAFLP procedure

The leaves of young seedlings of 20 donor plants and 45 
regenerants were grounded in liquid nitrogen. The extrac-
tion of DNA was performed using the DNeasy MiniPrep 
Kit (Qiagen, Hilding, Germany) according to the procedure 
recommended by the manufacturer. The amount of DNA was 
estimated spectrophotometrically (Nanodrop, Thermo Fisher 

Table 1  Conditions of 
triticale plant regeneration on 
induction media via somatic 
embryogenesis

Trial T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

CuSO4 ×  5H2O (μM) 0.1 0.1 0.1 5 5 5 10 10 10
AgNO3 (μM) 0 10 60 60 0 10 10 60 0
Incubation time (days) 35 42 49 42 49 35 49 35 42
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Scientific, Wilmington, USA) at  A260/280 ∼ 1.8 and  A260/230∼ 
2.0. DNA quality and integrity were tested in a 1.2% aga-
rose gel by staining DNA fragments with ethidium bromide. 
For the metAFLP technique, two samples of genomic DNA 
(2 × 500 ng) were prepared from each plant.

Obtaining DNA band profiles by metAFLP was per-
formed for donor plants and regenerants according to the 
methodology described previously (Bednarek et al. 2007) 
and then modified (Machczyńska et al. 2014). The pre-
pared DNA samples, two from each plant, were subjected 
to restriction enzyme digestion; the 6-bp cutting enzymes 
Acc65I and KpnI and the 4-bp cutting enzyme MseI were 
used (NEB Ipswich, Massachusetts, USA). Adapters were 
ligated onto the digested DNA fragments, and these frag-
ments were then amplified using a polymerase chain reac-
tion (PCR). After pre-selective PCR amplification, products 
were diluted with sterile distilled water (1∶19 dilutions), of 
which 1.5 μL was used as the template for selective PCR 
amplification with radio-labeled primer (labeling with γ32P) 
and unlabeled MseI + YYY (Table 2). Electrophoresis was 
carried out on 7% polyacrylamide in 1 × TBE buffer. Gels 
were exposed to X-ray film, then developed by a conven-
tional procedure.

Analysis of data obtained by metAFLP

The metAFLP profiles were scored and generated binary 
presence-absence data matrices (1 for presence, 0 for 
absence of a band). Two matrices were prepared: one 
reflected fragments obtained with Acc65I/MseI (A) enzymes 
and the second with KpnI/MseI (K). The binary data from 
the two matrices were collated and compared. The Acc65I 
and MseI enzyme pair for cutting genomic DNA provided 

information regarding changes in DNA sequence and meth-
ylation. On the other hand, cutting genomic DNA with KpnI 
and MseI enzymes provided information on DNA sequence 
variations (genetic variation). Comparing the two matrices 
allows DNA fragments to be extracted and describe changes 
in DNA methylation (epigenetic variation) and creates a 
third virtual matrix (M). Based on matrices K and M, we 
calculated the total number of loci generated in the analy-
sis and expected heterozygosity (He) under the assumption 
of Hardy–Weinberg equilibrium in GenAlex (Excel add-in 
software). XLSTAT software was applied to agglomeration 
(UPGMA and dissimilarity Jaccard coefficients).

The quantitative characterization of TCIV was previously 
described in detail (Bednarek et al. 2007; Machczyńska 
et al. 2014), with some modifications accompanied by an 
Excel file capable of carrying out the relevant calculations 
(Orłowska and Bednarek 2020). This description included 
formulas for estimating SV, DMV, DNMV, and TCIV also 
in specific sequence contexts (CG, CHG—symmetrical, 
and CHH—asymmetrical) in which in vitro culture-induced 
changes may occur.

The values obtained during the estimation of in vitro cul-
ture-induced changes were analyzed using analysis of vari-
ance (one-way ANOVA) and ANOVA with Brown-Forsythe 
F when the data did not meet the assumptions of the Levene 
test (lack of homogeneity of variances in the study groups). 
The means for different metAFLP characteristics (TCIV, SV, 
DMV, DNMV) were compared with each other, also in dif-
ferent sequence contexts (CHH, CG, CHG) for regenerants 
obtained under different in vitro conditions (trials T1–T9). 
Multiple comparisons were checked with the Games-Howell 
post hoc test when the homogeneity of variance was vio-
lated. ANOVA was performed using XLSTAT software.

Table 2  Arrangement of 
primers used for selective 
DNA amplification of triticale 
donors and regenerants by the 
metAFLP technique

metAFLP oligomer Sequence 5’ → 3’

Labeled γ32P selective oligonucleotides
CG-GAC CA TGC GTA CAG TAC CGA C
CG-GCA CA TGC GTA CAG TAC CGC A
CG-GGC CA TGC GTA CAG TAC CGG C
CG-TCG CA TGC GTA CAG TAC CTC G
CXG-AGA CA TGC GTA CAG TAC CAG A
CXG-AGC CA TGC GTA CAG TAC CAG C
CXG-AGG CA TGC GTA CAG TAC CAG G
CXG-ATG CA TGC GTA CAG TAC CAT G
CXG-TGC CA TGC GTA CAG TAC CTG C
CXG-TTG CA TGC GTA CAG TAC CTT G
CXX-ATT CA TGC GTA CAG TAC CAT T
CXX-TAA CA TGC GTA CAG TAC CTA A
Selective oligonucleotides MseI + YYY 
M-CAC GAT GAG TCC TGA GTA ACA C
M-CGT GAT GAG TCC TGA GTA ACG T
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Results

Twenty donor plants that were the generative progeny of a 
regenerant obtained through androgenesis showed no mor-
phological differences from each other. Only one donor plant 
out of twenty from which immature zygotic embryos were 
obtained for the somatic embryogenesis process yielded 45 
regenerants in all in vitro culture variants tested (T1–T9). 
The regenerants were morphologically identical to the donor 
plant independently of in vitro plant regeneration conditions 
(trials T1–T9).

The metAFLP resulted in fully stable and reproducible 
banding patterns amplified for donors and regenerants. 
Four hundred forty-four bands amplified with 13 primer 
pairs based on the KpnI/MseI (K) metAFLP platform were 
evaluated for donor plants. The Acc65I/MseI – KpnI/MseI 
(M) data reflecting DNA methylation changes resulted in 
34 bands. There were 426 unique bands for donors derived 
under specific trial conditions and related to sequence vari-
ation. In contrast, a unique banding pattern related to DNA 
methylation change was exhibited by 16 signals (Table 3). 
The metAFLP analysis (with 11 primer pairs) concerning 
regenerants revealed the presence of 213 related to sequence 
variation and 39 to DNA methylation change; 186 and 12 
were unique for regenerants representing selected trials. The 
He was lower for donors (0.007 for K and M) than for the 
regenerants set (0.014 for K and M markers) (Table 3). The 
polymorphic loci (%P) percentage was slightly lower for the 
K matrix than M for donors. Similar differences in the %P 
level were observed for K and M matrices for regenerants 
(Table 1). The %P for regenerants also indicated a lower 
value for sequence data (K) and a higher value for methyla-
tion data (M) (Table 3).

Agglomeration analysis of donor plants based on (K) and 
(M) data (Fig. 1a , b) shows donor plants exhibited higher 
variation based on M than on K. In both analyses, a single 
donor plant was somewhat apart from the other samples, 
which were more uniform but still formed three additional 
clusters.

Factor analyses carried on K and M markers are congru-
ent with the UPGMA analyses (Fig. 2a, b), where a single 
donor plant is apart from the other samples, possibly form-
ing clusters encompassing individuals from different trials.

The metAFLP quantitative characteristics (Table 4) 
showed that the highest level of TCIV was observed for 
trial T2, with the lowest concentration of copper ions, 
intermediate levels of silver ions, and the intermediate 
incubation time of immature zygotic embryos on the IM 
(Table 1). In contrast, the highest level of copper ions 
applied, the intermediate level of silver ions, and the 
highest incubation time resulted in the slightest changes 
induced by the in vitro culture (T7). Among the compo-
nents of TCIV, SV was the highest, and maximum and 
minimum levels of DNA sequence changes were recorded 
for regenerants from T2 and T7 trials, similarly to TCIV. 
However, DNA methylation changes were lower than SV 
and amounted to about 6% for DMV and 1% for DNMV. 
Furthermore, DMV was favored by the highest levels of 
copper and silver ions and the intermediate incubation 
time of the explants on the inducing media (T8), whereas 
the slightest demethylation events were recorded for the 
T2–T4 trials at the lowest copper and intermediate and 
highest silver ion concentrations; the incubation time of 
immature embryos on the IM for these trials was interme-
diate and the longest. Similar to DMV, the fewest de novo 
DNA methylation events were observed for T2–T4 and the 
highest for T5–T9 (Table 4).

According to Levene’s test, the assumption of homoge-
neity of variance for trials in each metAFLP characteris-
tic was violated (Table 4). ANOVA indicated differences 
between TCIV, SV, and DMV trials, while no differences 
were observed for DNMV (Table 4). Games-Howell’s post 
hoc analysis for TCIV trials revealed that trials T1–T4 and 
T7–T9 compose separate groups; each group contains a 
trial with the highest or lowest in vitro induced variation 
level. Similar to TCIV, the Games-Howell test noted inter-
trial significant differences for SV. For changes concern-
ing DNA methylation, significant differences were noted 
only for DMV. The post hoc Games-Howell test indicated a 
homogeneous group that included regenerants from T1–T7 
trials and distinct regenerants representing trial T8. Trial 8 
included the regenerants with the highest DMV.

ANOVA and grouping according to the Games-Howell 
post hoc test indicated significant differences between indi-
vidual metAFLP characteristics concerning symmetric and 
asymmetric sequence contexts. For SV and DMV, the most 
significant changes were observed in the symmetric CHG 
context and the least in the symmetric CG context. On the 
other hand, in the case of changes concerning DNMV, no 
such changes were observed in the symmetric CG context, 
and the highest DNMV was observed in the asymmetric 
CHH context (Table 5).

Table 3  Total band patterns data for donors and regenerants for 
sequence (K) and methylation (M) pattern change markers

Donors Regenerants

Characteristics K M K M

No. bands 444 34 213 39
No. private bands 426 16 186 12
Mean heterozygosity (He) 0.007 0.007 0.014 0.014
Standard error of mean He 0.002 0.002 0.004 0.004
Polymorphic loci (%P) 3.04 3.26 5.12 8.27
Standard error of %P 0.011 0.011 0.022 0.022
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A detailed examination of the differences between the 
regenerants belonging to the different trials in the differ-
ent characteristics of the metAFLP considering the CG, 
CHG, and CHH contexts showed that a higher variation 
was observed in the DNA sequence in the CHG context 
(21.55%) and the least in the CG (6.21%) (Fig. 3). Subse-
quently, between 4 and 0.45% of the changes were related 
to DMV in the CHG and CG contexts, and the least num-
ber of changes was related to DNMV (0–0.76%).

According to Levene’s test, the assumption of homo-
geneity of variance for almost all tested metAFLP charac-
teristics and sequence contexts violated the assumptions 
(p < 0.0001), apart from SV_CHG. Thus, ANOVA with 
a Tukey HSD post hoc test for SV_CHG indicated dif-
ferences between trials. T1–T3, T4–T6, and T7–T9 trials 
are divided into separate groups. In the cases of SV_CG 
and DMV_CG, ANOVA with a Games-Howell post hoc 
test was used. This analysis for SV_CG indicated differ-
ences between regenerants belonging to trials T1-T4, T8, 
and T9. The same analysis was conducted for DMV_CG 
grouped regenerants from trials T1–T7, showing their dis-
tinctiveness from regenerants belonging to trials T8 and 
T9 (Table 6). Differences between regenerants obtained in 

separate in vitro culture conditions for the other metAFLP 
characteristics and sequence contexts were insignificant.

Discussion

Regenerating plants via in vitro cultures is often affected 
by TCIV (Orłowska et al. 2021a), possibly due to in vitro 
culture conditions (Bednarek and Orłowska 2019). Such 
variation was also observed in triticale regenerants obtained 
by SE, where somaclones/regenerants differ in resistance 
to the Fusarium head blight (Góral and Arseniuk 1997), 
showing the variation of the mitochondrial atp6 gene region 
(Schmidt et al. 1996), or showing confirmed rearrangements 
in the mtDNA (Weigel et al. 1995). The use of the metAFLP 
method to study variation induced by tissue culture allowed 
the estimation of TCIV concerning changes in the sequence 
and methylation of genomic DNA (Machczyńska et  al. 
2014). Running experiments with the metAFLP technique 
require the appropriate research material, consisting of 
selected donor plants and their regenerants (Bednarek 
et  al. 2007). Such material can attribute the observed 
changes to the action of in vitro culture. Hence, in the 

Fig. 1  Agglomeration analysis 
(UPGMA, Jaccard) based on 
sequence (K) (a) and vir-
tual markers related to DNA 
methylation differences (M) (b) 
evaluated for donors
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present study, evaluating the level and characteristics of 
variation in triticale regenerants obtained under different 
in vitro conditions (T1–T9), donor plants were used, which 
are the generative progeny of the regenerant obtained 

by androgenesis. All obtained donor plants showed no 
phenotypic changes and were identical to the initial plant, 
indicating their genetic uniformity. This result was also 
confirmed at the level of molecular patterns obtained 

Fig. 2  Visualization of factor 
analysis of molecular data 
based on sequence (K) (a) and 
virtual markers related to DNA 
methylation differences (M) (b) 
evaluated for donor D and its 
regenerants derived via somatic 
embryogenesis in the T1–T9 
trials

b

a
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with the metAFLP technique. We obtained donor plants 
that revealed as little as 3.04% and 3.26% of polymorphic 
metAFLP loci concerning sequence and methylation 
changes, respectively. Also, the expected heterozygosity 
confirmed a low level of polymorphism of donor plants in 
the case of both matrices K and M. Cluster analysis showed 
that donors’ genetic and epigenetic dissimilarities varied 
depending on whether genetic or methylation data were 
analyzed, indicating higher variation regarding changes 
in DNA methylation (0.7% K vs. 14% M). One plant was 
randomly selected from the pool of donor plants, and 
regenerants derived from this plant were included in the 
analysis to avoid the impact of pre-existing variation (Flinn 

et al. 2020) on TCIV. This procedure avoided disturbances 
in TCIV that could result from potential variations 
introduced by the donors.

The evaluation of molecular data for regenerants 
obtained under different in  vitro culture conditions 
showed that He and %P for regenerants were higher than 
for donors, which was expected due to tissue culture-
induced stress. Furthermore, in regenerants also, more 
polymorphic fragments were observed for methylation 
data. Visualization of the factor analysis results for regen-
erants illustrated the clustering of regenerants forming 
individual trials and therefore obtained under different 
in vitro culture conditions. For sequence and DNA meth-
ylation data, the donor plant was located at the periphery 
of the regenerants. In contrast, the regenerants formed 
two groups, each reflecting Cu and Ag ion supplementa-
tion and modifications regarding the incubation time of 
immature zygotic embryos on IM. Thus, pointing to the 
applied modifications of the substrates and the conditions 
for obtaining regenerants as those that can influence the 
resulting changes detected at the molecular level.

The metAFLP analysis performed for triticale regenerants 
obtained in immature zygotic embryo cultures indicated a 
high level of TCIV ranging from 44.36 to 45.55%. The result 
obtained is higher than the TCIV observed in barley regen-
erants (8.74%) acquired in the same type of tissue culture 
(Orłowska 2021). However, the results received for TCIV 
do not generally differ from the level of changes induced 
in plant tissue culture in triticale regenerants derived by 
androgenesis (Orłowska et  al. 2022), although they are 
slightly lower (45.13 somatic embryogenesis vs. 51.84 
androgenesis). Such significant differences in TCIV levels 
for regenerants for two different kinds of grain cereal may 
be due to the genome specificity of each species. Barley is a 
self-pollinating, diploid species with 2n = 14 chromosomes 
and a genome size of 5.1 Gbp (Sato 2020). On the other 
hand, triticale is a synthetic allopolyploid cereal species that 
combines wheat and rye chromosomes in its genome. When 
the parental genomes fuse to form a complex allopolyploid 
genome, rearrangements can occur in the genomes of the 
parental forms (Ma and Gustafson 2008), which can result 
in instability of the hybrid genome (Oleszczuk et al. 2019). 
Also, we can see that manipulation of the concentration of 
copper and silver ions in the IM is reflected in the level of 
TCIV, which is highlighted in the ANOVA results.

The presence of copper ions in in vitro culture media, 
whether in induction or regeneration ones, seems natural, 
given the importance of this micronutrient in plant func-
tion (Yruela 2009). Furthermore, copper is present in more 
than 100 enzymes involved in crucial life processes of plants 
(Burkhead et al. 2009); obtaining plants through in vitro 
cultures may indirectly lead to sequence variation in the 
genome of regenerants (Orłowska et al. 2021b). The highest 

Table 4  Mean values for in  vitro induced variation and its compo-
nents for triticale regenerants, including grouping trials by the post 
hoc test

† T1, control; T2–T9, experimental trials
†† The TCIV, SV, DMV, and DNMV characteristics reflect tissue cul-
ture-induced variation, sequence variation, demethylation, de novo 
methylation, respectively
The a, b and c superscript letters indicate Games-Howell grouping

metAFLP  characteristics††

Trial† TCIV SV DMV DNMV

T1 45.55a 38.45a 5.97b 1.12a

T2 45.62a 38.57a 5.93b 1.11a

T3 45.47a 38.43a 5.93b 1.11a

T4 45.40a 38.35a 5.93b 1.11a

T5 45.10ab 38.01ab 5.97b 1.12a

T6 45.10ab 38.01ab 5.97b 1.12a

T7 44.36b 37.29b 5.95b 1.12a

T8 44.84b 37.39b 6.33a 1.12a

T9 44.69b 37.32b 6.26ab 1.12a

Levene’s test, p 0.037 0.027 0.0001 0.0001
Browne-Forsythe F-ratio 8.750 15.534 27.199 1.160
p 0.0001 0.0001 0.0001 0.429

Table 5  The results of ANOVA statistics and the Games-Howell post 
hoc tests demonstrating differences between DNA sequence contexts 
for the metAFLP characteristics

The a, b and c superscript letters indicate Games-Howell grouping

metAFLP characteristics

Methylation context SV DMV DNMV

CHG 21.55a 4.44a 0.37b

CG 6.21c 0.45c 0.00c

CHH 10.21b 1.13b 0.76a

Levene’s test, p 0.0001 0.0001 0.0001
Browne-Forsythe F-ratio 26,015.670 22,620.932 439,028.173
p 0.0001 0.0001 0.0001
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level of TCIV observed here was for the T2 trial, where the 
lowest level of  CuSO4 ×  5H2O (0.1 μM) was used. In con-
trast, the highest concentration of  CuSO4 ×  5H2O (10 μM) 
resulted in the lowest observed TCIV level. These results 
are consistent with data for triticale regenerants obtained by 
androgenesis (Orłowska et al. 2022).

The variation induced in plant tissue cultures is genetic 
and epigenetic. Genetic variation, i.e., changes in DNA 
sequence, had the highest contribution to TCIV. Similarly, 
the highest contribution of SV to TCIV was observed in 
regenerants obtained by androgenesis (Machczyńska et al. 
2015; Orłowska et  al. 2022) and somatic embryogen-
esis (Machczyńska et al. 2015), although in the study by 
Machczyńska and co-authors, the level of SV was lower 
and oscillated around 19%. The in vitro culture conditions 
with the lowest  CuSO4 ×  5H2O concentration showed the 
most remarkable genetic changes. It cannot be excluded 
that the minimum amount of copper does not provide an 
adequate amount of copper cofactor for the superoxide 
dismutase Cu/Zn-SOD.

Consequently, the dysfunction of the enzyme and oxi-
dative stress, causing mutations in DNA (Poetsch 2020), 
may be elevated. Apart from SV, epigenetic changes 
were also observed in the regenerants, which concerned 
a decrease in DNA methylation (demethylation) and an 
increase in genomic DNA methylation compared to the 
donor plants; these changes were described as de novo 

Fig. 3  Level of changes identi-
fied in regenerants across dif-
ferent metAFLP characteristics 
and sequence contexts
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Table 6  ANOVA statistics for metAFLP characteristics considering 
sequence contexts (CHG, CG) for regenerants obtained in various 
in vitro conditions (trials T1–T9) with post hoc tests

The a, b and c superscript letters indicate grouping trials by post-hoc 
test

Trial metAFLP characteristics in methylation 
contexts

Sequence variation Demethylation

SV_CHG SV_CG DMV_CG

T1 22.02a 6.20c 0.37b

T2 22.20a 6.20c 0.36b

T3 22.05a 6.20c 0.36b

T4 21.98ab 6.20c 0.36b

T5 21.48b 6.21bc 0.37b

T6 21.48b 6.21bc 0.37b

T7 20.87c 6.22bc 0.37b

T8 20.96c 6.23a 0.73a

T9 20.88c 6.23a 0.73a

Levene’s test, p 0.679 0.0001 0.0001
ANOVA F-test 23.214
p 0.0001
Browne-Forsythe F-ratio 6.951 2807.620
p 0.002 0.0001
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methylation. Changes in up- (DNMV-3.34%) or down- 
(5.15%) methylation were a lot smaller than changes 
in the sequence variation. Furthermore, differences 
between regenerants obtained under different in vitro 
culture conditions were noted only for DMV. ANOVA 
did not reveal differences between trials concerning 
DNMV. Regenerants from the T3–T4 trials had the low-
est DMV in the presence of a minimal concentration of 
 CuSO4 ×  5H2O.

In contrast, the highest copper ion concentration led to the 
most significant changes in DMV. This data is only partially 
consistent with the results for regenerants obtained by anther 
cultures. While concordance was observed for in vitro cul-
ture conditions leading to minimal DMV levels, the highest 
DMV levels in regenerants obtained by androgenesis were 
associated with minimal  CuSO4 ×  5H2O concentrations. 
It appears that the high DMV associated with maximum 
 CuSO4 ×  5H2O levels may reflect the action of copper as 
a factor responsible for ROS production. Elevated levels 
of ROS may lead to oxidative changes in methylated cyto-
sine (Kurek et al. 2019) and, through repair mechanisms, to 
its removal (Zhu 2009) and consequently to a decrease in 
genomic DNA methylation.

Studies on the effect of  AgNO3 on the regeneration of 
plants show both positive (Hassan and Islam 2021) and 
negative (Anantasaran and Kanchanapoom 2008) effects of 
Ag ions on the production of regenerants. The present work 
combined the maximum and minimum levels of TCIV with 
moderate supplementation of IM with  AgNO3 (10 μM). The 
same was observed in the case of SV. Regenerants with the 
lowest level of DMV were derived in trials with moderate 
and the lowest level of  AgNO3. Also, the highest level of 
DMV was observed in regenerants acquired in the pres-
ence of the highest value of  AgNO3 (60 μM). However, one 
cannot exclude the function of silver as a moderator and 
mediator in mediation or moderation analyses, where silver 
concentration as another third variable may influence the 
regression model.

The variation observed in DNA regenerants assigned 
to particular sequence contexts was the highest in CHG 
and CHH contexts. It is not fully congruent with what was 
observed for triticale regenerants obtained by androgenesis 
(Orłowska et al. 2022), where the CHG and CG contexts 
were the most affected. This result is slightly different from 
the data for plant genomes, where most changes concerning 
DNA methylation are related to the symmetric context CG 
for regenerants derived under varying in vitro culture condi-
tions. Here was shown that significant differences between 
regenerants were recorded for SV in the symmetric CHG 
(SV_CHG) and CG (SV_CG) contexts and for DMV in the 
CG context (DMV_CG). Furthermore, for triticale regener-
ants obtained by androgenesis, differences were recorded for 
sequence variation (Pachota et al. 2022). Finally, comparing 

the presented data with the results for barley, we observed 
that in the genome of barley regenerants received both by 
somatic embryogenesis and androgenesis, the changes 
between regenerants concerned all the sequence contexts 
(Orłowska 2021).

Analyzing different in vitro culture conditions for the 
changes assigned to SV in the CHG and CG contexts and 
DMV in the CG context, it can be seen that the highest level 
of SV in the CHG context is combined with minimal sup-
plementation with copper ions and with the full range of 
silver concentrations and the full range of days of incuba-
tion of immature zygotic embryos on IM. This arrangement 
of data also applies to SV in the CG context and generally 
replicates the variation analysis performed for TCIV and 
SV without splitting the data into methylation contexts. In 
contrast, DMV in the CG context was highest in maximum 
 CuSO4 ×  5H2O concentration (T8, T9) and the presence 
(60 μM) (T8) and absence (T9) of Ag ion supplementa-
tion. Furthermore, the incubation time of immature zygotic 
embryos on IM where the highest DMV was detected in 
the CG context was the lowest (37 days, T8) and moderate 
(42 days, T9). In contrast, differences between trials for the 
CG context concerning DMV were not observed for triti-
cale regenerants obtained by androgenesis (Pachota et al. 
2022). This relationship between in vitro culture conditions 
and DMV was similar to an analysis where demethylation 
changes were studied without considering methylation 
contexts. Therefore, an analysis that considers the level of 
variation for regenerants from different trials concerning 
sequence contexts potentially typifies copper ions as a fac-
tor that may influence the observed changes. However, other 
analyses would be required to determine how copper may 
affect SV and DMV in symmetric CHG and CG contexts.

Conclusions

The emergence of TCIV has an impact on the production of 
triticale regenerants from immature zygotic embryo cultures; 
furthermore, the magnitude of this variation seems to be 
influenced by the tissue culture conditions. The modifica-
tions that were noticed were impacted by the addition of 
copper salts to IM. However, the analyses carried out do not 
suggest the relevance of supplementation with silver salts or 
the influence of time as factors that can determine genetic 
and epigenetic alterations in triticale regenerants, at least 
within the scope of elementary statistical tests. Addition-
ally, an in-depth investigation of the metAFLP technique’s 
molecular data revealed certain DNA sequence contexts 
(CHG and CG) in which sequence-related alterations (SV_
CG, SV_CHG), as well as DNA demethylation (DMV_CG), 
were noted. Therefore, we have a tendency to believe that 
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altering copper ion supplementation in the IM affects the 
balance of metabolic pathways and causes TCIV.
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Abstract
Triticale is becoming an increasingly important livestock crop production. This is evidenced by increasing triticale-pro-
ducing areas and by improved yields. In addition, meeting the increasing demand for cereals involves the introduction of 
high-yielding and stress-resistant varieties into breeding. In vitro culture techniques can accelerate the development of new 
varieties. Therefore, it seems extremely important to develop efficient plant regeneration methods through in vitro cultures 
and to understand the mechanisms involved in gaining regenerants. Obtaining regenerants of triticale through somatic 
embryogenesis and androgenesis may lead to tissue culture-induced variation. In the present study, we compared regenerants 
obtained in both regeneration systems (anther and immature zygotic embryo cultures), considering the level of genetic and 
epigenetic changes observed in different DNA sequence contexts for methylated cytosine (CG, CHG, CHH). The changes 
concerning the DNA sequence (so-called sequence variation) and the changes concerning the DNA methylation patterns, 
i.e., the removal of methylated cytosine (DNA demethylation) and the introduction of methylation to cytosine (de novo 
DNA methylation), were analyzed. We observed that regenerants derived via somatic embryogenesis and androgenesis dif-
fer notably for demethylation in the symmetrical CG sequence context and de novo methylation in the asymmetrical CHH 
context. These changes may be related to the reprogramming of microspore development from gametophytic to sporophytic 
and lack of such process in zygotic embryos.

Keywords Triticale · Somatic embryogenesis · Androgenesis · Tissue culture-induced variation · metAFLP · DNA 
methylation

Introduction

The botanical tribe Triticeae includes cereal genera such as 
Triticum, Hordeum, Secale, Aegilops, and others (Soreng 
et al. 2017). Species belonging to different genera of this 
tribe can cross to a greater or lesser extent. Thanks to such 
abilities, the cross between wheat and rye, Triticosecale was 
created by Wilson in 1875. Wilhelm Rimpau evaluated the 
first fertile triticale plants in 1888 (Franke and Meinel 1990). 
After more than 130 years, triticale has developed from a 
botanical peculiarity to an economically important cereal, as 
shown by the increasing yield of this cereal from 2.5 t  ha−1 

in 1975 to 4 t  ha−1 in 2020 (FAO 2020). By crossing wheat 
with rye, it has become to combine the advantages of wheat, 
such as high protein content in the grain, with the disease, 
cold, and drought resistance of rye. It is still essential to 
understand the biology of this species through biochemical, 
biological, and genetic studies, in which in vitro technique 
cultures can be a helpful tool.

Somatic embryogenesis is crucial for cereal transfor-
mation processes since somatic embryos serve as an ideal 
material for genetic transformation studies because of their 
competency in expressing incorporated DNA. However, an 
efficient and effective regeneration system is necessary for 
applying genetic transformation and functional genomics 
studies of important agronomy plants. Somatic embryo-
genesis in triticale was first reported at the end of 1980s 
(Stolarz and Lörz 1986; Zimny and Rybczyński 1986). In 
those studies, somatic embryos were obtained from triticale 
callus. Since triticale is a new, intergeneric hybrid, there is a 
constant need to expand the genetic diversity and the number 
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of varieties for breeding. In the aspect of deriving new triti-
cale varieties, in vitro culture methods can be extremely 
useful. In this context, cultures of isolated microspores or 
anther cultures to obtain doubled haploid (DH) plants play 
a significant role. For triticale, two systems were known for 
the production of DH plants, the first based on chromosome 
elimination (Laurie and Bennett 1989) and the second based 
on microspore embryogenesis (androgenesis) in anther cul-
ture or isolated microspore cultures. First triticale anther 
culture-derived haploid regenerants were obtained by Wang 
et al. (1973). In contrast, work on protocols for obtaining 
doubled triticale haploids in isolated microspore cultures has 
been successful for the group managed by Pauk et al. (2000). 
Subsequent years of research developed existing protocols 
for obtaining triticale DH to improve regeneration efficiency, 
but a significant breakthrough was using a spikes cooling 
step (Charmet and Bernard 1984; Lantos et al. 2014; Wur-
schum et al. 2012). Cold stress is a major factor that alters 
microspore development from the gametophytic to the spo-
rophytic pathway (Smýkal 2000; Testillano 2020). Finally, 
the development of in vitro cultures based on androgenesis 
in triticale resulted in the first DH plants for this species 
(Fossati et al. 1998; González et al. 1997; Wędzony 2003).

Obtaining regenerants of triticale either by somatic 
embryogenesis or androgenesis is associated with soma-
clonal or otherwise tissue culture-induced variation (TCIV). 
Plants obtained in artificial conditions show some genetic 
(Bebeli et al. 1988) or biochemical changes (Deepthi 2018), 
which may be reflected by plant morphology (Jordan and 
Larter 1985), DNA sequence (Machczyńska et al. 2015), 
DNA (Machczyńska et al. 2014a) or histone (Pérez et al. 
2015) methylation patterns, or gene transcription level 
(Zhang et al. 2010). Since triticale regenerants can be used 
for a variety of purposes, it is vital whether such plants will 
be loaded with TCIV or not. While for the improvement 
of genetic diversity, the presence of somaclones is positive 
(Jain 2001; Schellenbaum et al. 2008), for the production of 
highly genetically uniform material, such variability can be 
a problem because it leads to a loss of reliability (Rani and 
Raina 2000). Furthermore, a disadvantage of using soma-
clonal variation as a source of somaclones is that the results 
of somaclonal variation cannot be predicted. Also, it can 
be challenging to control changes of a genetic or epigenetic 
nature in regenerants.

Nevertheless, recent studies on barley obtained in imma-
ture zygotic embryos and anther cultures have shown that 
TCIV levels can be influenced by supplementing induction 
media with simple micronutrients such as silver and cop-
per salts (Bednarek and Orłowska 2020a; Orłowska et al. 
2021). In the case of triticale, no such extensive studies on 
in vitro induced variation have been conducted so far, like in 
older and naturally derived species. Considering the above 
and that triticale is an evolutionarily new species, artificially 

created and characterized by genetic instability, studies on 
TCIV may be necessary as basic research and a practical one 
for obtaining triticale regenerants in tissue cultures.

The present work aimed to compare qualitative and quan-
titative characteristics of metAFLP for triticale regenerants 
obtained via androgenesis and somatic embryogenesis. In 
addition, this work attempts to indicate which way of obtain-
ing triticale regenerants may be more beneficial regarding 
the tissue culture-induced variation in regenerants.

Materials and methods

Plant material

Triticale donor plants (X Triticosecale Wittm., cultivar 
T28/2) were grown under controlled conditions to an appro-
priate developmental stage from which explants could be 
collected. The obtained plants came from a cross between 
cv. Presto × cv. Mungis and made available by Sylwia 
Oleszczuk (Plant Breeding and Acclimatization Institute-
NRI, Radzików, Poland). Tillers for anther culture were cut 
when microspores were at the mid-to the uninucleate stage. 
Then, the cut tillers were subjected to cold stress (4 °C) in 
the dark for 20 days. After this time, the spikes were steri-
lized, and anthers were removed onto induction media. The 
collection of tillers for immature zygotic embryos (IZE) 
culture was after 12–16 days of self-pollination. Caryopses 
were immediately removed from the harvested spikes, and 
after disinfection, IZE were excised out and lined on induc-
tion media (IM).

Callus induction and plant regeneration

Anther cultures (androgenesis)

In anther cultures, 190-2 medium (Zhuang and Xu 1983) 
with 90 g  l−1 maltose and 438 mg  l−1 glutamine, supple-
mented with 2 mg  l−1 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 
0.5 mg  l−1 kinetin, was used for induction. The anthers were 
incubated in the dark at 26 °C. Induction media were made 
in nine T1-T9 variants testing the effects of copper and silver 
ions, and time on genetic and epigenetic variation induced 
in plant tissue culture. Variant T1 contained a standard 
amount of  CuSO4 ×  5H2O (0.025 mg  l−1) and was not sup-
plemented with silver salts  (AgNO3). In contrast, the final 
concentrations in variants T2–T9 ranged from 0.1 to 10 μM 
 CuSO4 ×  5H2O and from 0 to 60 µM  AgNO3. The incuba-
tion time ranged from 35 to 49 days. From the 35th day 
of incubation, emerging calli and embryos were transferred 
to regeneration medium 190-2 (Zhuang and Xu 1983) sup-
plemented with naphthalene acetic acid at a concentration 
of 0.5 mg  l−1 and kinetin at a concentration of 1.5 mg  l−1. 
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Incubation on regeneration medium was carried out at 26 °C 
in a 16 h/8 h light/dark photoperiod. Green plants were 
rooted in glass flasks with N6I medium (Chu 1978) supple-
mented with indole-3-acetic acid at a dose of 2 mg  l−1 and 
then transplanted into pots with a mixture of soil and sand 
and vernalized for six weeks at 4 °C. Leaves were collected 
from young plantlets for DNA isolation.

Immature zygotic embryo culture (somatic embryogenesis)

In immature zygotic embryo cultures, MS medium 
(Murashige and Skoog 1962) with 2 mg  l−1 of 2,4-dichloro-
phenoxyacetic acid was used to induce somatic embryogene-
sis. As in the anther cultures, induction media were prepared 
in nine variants with the same Cu and Ag ion supplementa-
tion and identical incubation time of the explants on IM. IZE 
were incubated on IM at 26 °C in a photoperiod of 16 h/8 h 
(light/dark). After a few days, the first callus and embryos 
were recorded and transferred to a regeneration medium the 
same for anther culture. All subsequent steps of regeneration 
and obtaining plantlets were performed in the same way as 
for anther cultures. From the seedlings of regenerants, leaves 
were taken for DNA isolation. Finally, regenerants that were 
obtained after incubation of explants on induction medium 
after 35, 42, and 49 days were taken for analysis.

Molecular assays

Young leaves of regenerants from anther cultures, IZE cul-
tures, and donor plants were collected. DNA was extracted 
using the Plant DNeasy MiniPrep Kit (Qiagen, Hilding, 
Germany). DNA concentration was checked using a Nan-
odrop spectrophotometer (Thermo Scientific). The integrity 
of DNA was tested in 1.2% agarose gel electrophoresis. For 
methylation sensitive Amplified Fragment Length Poly-
morphism (metAFLP) manipulation, there were prepared 
2 × 500 ng of DNA for each plant.

Forty-four regenerants derived from anther cultures and 
a donor plant and 45 regenerants derived from IZE cul-
tures and the donor plant were selected for analysis by the 
metAFLP technique. All steps of the metAFLP technique 
were performed with the previously published procedure 
of Bednarek et al. (2007) with modifications according to 
Machczyńska et al. (2014b). DNA fragments were amplified 
in two steps: a preselective PCR reaction followed by selec-
tive PCR with appropriate primers (Pachota et al. 2022). 
After selective PCR, DNA samples were diluted with water 
1:20. PCR products were electrophoresed in 7% polyacryla-
mide gel and fixed on X-ray films, and then visualized via 
developing photography chemicals. The metAFLP products 
(clearly identifiable and repetitive) were scored as present 
(1) or absent (0) based on the electropherograms. There were 
two sets of bands profiles, one generated from the separation 

of DNA fragments derived from the Acc65I and MseI, and 
second generated with KpnI and MseI restriction enzymes. 
The DNA strand arrays obtained were matched against each 
other according to the primers used for the selective PCR 
reaction, and the presence of DNA fragments was compared. 
The Acc65I and MseI enzyme pair allow information to be 
obtained regarding changes in sequence and DNA meth-
ylation. In contrast, KpnI and MseI enzymes cut the same 
DNA samples to obtain information regarding changes in 
the DNA sequence. Such a comparison of the two DNA 
fragment matrices is possible because the properties of the 
restriction enzymes used, Acc65I and KpnI, are isoschiz-
omers that recognize the same nucleotide sequence but cut 
DNA depending on the presence of a methyl group in the 
cytosine. Appropriately selected plant material consisting of 
a donor plant that is the generative progeny of regenerants 
obtained by androgenesis and the regenerants derived from 
it provide a basis for estimating tissue culture-induced vari-
ation (TCIV). Hence, comparing with each other the DNA 
profiles for the donor plant and its regenerants obtained from 
DNA cutting with two sets of restriction enzymes allowed 
us to reveal changes in DNA sequence (sequence varia-
tion—SV) and changes in DNA methylation (DNA demeth-
ylation—DMV) and de novo DNA methylation—DNMV). 
Using specially designed selective primers directed toward 
symmetric and asymmetric DNA sequences evaluated in 
the metAFLP technique allows identifying CG, CHG, and 
CHH methylation changes contexts. A detailed description 
of the metAFLP enumeration system and the assignment of 
methylation contexts was reported previously (Orłowska and 
Bednarek 2020). For individual regenerants obtained in IZE 
cultures and anther cultures, the level of metAFLP charac-
teristics (SV, DMV, DNM) forming TCIV was quantified 
and expressed as percentages (%). Then, the characteristics 
for the regenerants from IZE and anther cultures were com-
pared on graphs, also taking into account the methylation 
contexts (CG, CHG, and CHH). The graphs were generated 
using SCImago Graphica Beta 1.0.17 software (www. graph 
ica. app).

Results

Only minor differences could be detected when compar-
ing regenerants derived from androgenesis ‘A’ and somatic 
embryogenesis ‘SE’ using general metAFLP characteristics 
concerning Cu(II) ion concentration in the induction media 
(IM). In both cases, the increase in Cu(II) concentration 
results in the decrease of sequence variation (SV) (Fig. 1 a, 
b). No apparent dependence on the time of anther culture is 
seen. The same is valid for the Ag(I) concentration. DNA 
demethylation (DMV) increases in ‘A’ and ‘SE’ with Cu(II) 
elevation in the induction medium (Fig. 1c, d). However, 

http://www.graphica.app
http://www.graphica.app
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the trend is more pronounced in ‘SE.’ The DMV is more 
evident under the highest Ag(I) concentration (T8), whereas 
under the lowest one and the longest time of anther culture 
is the lowest. Under anther culture, the reverse is observed. 
De novo DNA methylation (DNMV) is higher in ‘A’ than in 
‘SE’ when Cu(II) increases (Fig. 1e, f). Both time and Ag(I) 
are not key players here.

The relationship between DNMV and SV evidences that 
with the increase of DNMV, SV decreases (Fig. 2a, b). How-
ever, no apparent dependence is seen on Ag(I) concentra-
tion and time of anther culture. A similar comparison of 
DMV and SV shows that SV slightly increases in ‘A’ but 
decreases in ‘SE’ (Fig. 2c, d). Furthermore, the highest 
DMV is reflected by trials T8 and T9 with the highest Cu(II) 
and Ag(I) in ‘SE’, whereas in ‘A’ also, high Cu(II) and Ag(I) 
is observed with increased DMV; however, the dependence 
is less pronounced.

Comparison of sequence variation for regenerants derived 
from androgenesis ‘A’ and somatic embryogenesis ‘SE’ in 
sequence contexts shows that asymmetric CHH (Fig. 3a) 
and symmetric CG (Fig. 3b) sequences seem to be nearly 

Fig. 1  The relationship between Cu(II) and sequence variation (SV) 
for anther-derived ‘A’ regenerants (a) and somatic embryo-derived 
regenerants ‘SE’ (b); Cu(II) and DNA demethylation (DMV) for ‘A’ 
(c), and ‘SE’ (d); Cu (II) and de novo DNA methylation (DNMV) for 
‘A’ (e) and ‘SE’ (f) based on general metAFLP characteristics. Time 
(days) of tissue cultures is given as color; Ag (I) concentration is 
shown as circles of different diameters

◂

Fig. 2  The relationship between sequence variation (SV) and de novo 
DNA demethylation (DNMV) for anther-derived ‘A’ regenerants 
(a) and somatic embryo-derived regenerants ‘SE’ (b) and between 

SV and demethylation (DMV) ‘A’ (c), and ‘SE’ (d) based on gen-
eral metAFLP characteristics; Ag(I) concentration is given as color; 
Cu(II) concentration is shown as circles of different diameters
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constant with increasing Cu(II) ion concentration in the 
IM (maybe in ‘A’ a slight decrease in sequence variation 
level is evidenced). However, SV affecting CHH contexts 
is higher for the ‘SE’ than for ‘A’. The opposite is observed 
for the CG sequence contexts. Contrasting ‘SE’ and ‘A’ for 
the CHG sequence contexts shows that increasing Cu(II) 
ions decreases sequence variation within the contexts in both 
tissue culture regeneration methods (Fig. 3c). However, the 
decrease in ‘SE’ is higher than in ‘A’ with increased Cu(II), 
but a higher level of SV is evidenced for ‘A’.

Comparing the contexts, the DNA demethylation level 
(DMV) for “SE” is higher than that for “A” in CHH and 
CHG contexts (Fig. 4a, c). In contrast, the opposite situa-
tion is observed in the CG context, where the DMV level 
is higher in “A” than in “SE” (Fig. 4b). The evaluation of 
the impact of Cu(II) ions in the IM on DNA demethylation 
level within sequence contexts for ‘SE’ and ‘A’ demonstrates 
that in the CHH context, DNA demethylation affecting ‘SE’ 
regenerants somewhat increases with Cu(II) concentration, 
whereas decreases for the ‘A’ derived plants (Fig. 4a). Com-
paring ‘SE’ and ‘A’ in CG context indicates the increase of 
SV with Cu(II) with higher changes affecting ‘SE’ than ‘A’ 
(Fig. 4b). Nevertheless, the level of DMV is higher for A 
than for ‘SE’. No change in DMV due to Cu(II) ion concen-
tration was found for the CHG sequence context (Fig. 4c). 
Again, different levels of DMV could be seen for ‘SE’ and 
‘A’ depending on sequence context type, which is higher for 
‘SE’ in the CHH and CHG contexts. No evident dependence 
on Ag(I) of anther culture could be seen.

Possibly the most pronounced differences between ‘SE’ 
and ‘A’ derived regenerants could be seen in the case of 
relationships between Cu(II) and de novo DNA methylation 
(DNMVV) affecting asymmetric (CHH) sequence contexts 
(Fig. 5a). While in ‘SE’, increasing Cu(II) seems not to 
impact DNMV in ‘A’ de novo methylation increases with 
Cu(II) concentration. Still, DNMV in ‘SE’ is higher than 
in ‘A’. The DNMV of other sequence contexts (Fig. 5b, c) 
for ‘SE’ and ‘A’ behave similarly and is constant. However, 

DNMV of those contexts is higher for ‘A’ than for ‘SE’ 
derived regenerants. Again, no apparent influence of Ag(I) 
could be seen.

Discussion

The comparison of the androgenesis ‘A’ and somatic 
embryogenesis ‘SE’ due to change in Cu(II) concentration 
supplemented in the induction media (IM) indicates that, 
in general, DNA demethylation and de novo methylation 
differ between the two approaches. Such a trend aligns with 
the cell reprogramming step (Feng et al. 2010). In anther 
cultures, DNA demethylation accompanies the switch of 
microspores from gametophytic to sporophytic fate (Solís 
et al. 2012). In the case of embryogenesis, in light of the 
available studies, it appears that the initiation of embryo-
genesis, whether it occurs as zygotic embryogenesis or any 
asexual embryogenesis, including somatic embryogenesis, is 
associated with strong activation of DNA methyltransferases 
(Jullien et al. 2012), which is not dependent on fertilization 
(Park et al. 2020) and does not differ between zygotic and 
somatic embryogenesis. In contrast, the initiation of embryo-
genesis is not initiated by the fertilization process but by 
other signals that affect methylation patterns in the early 
embryo regardless of whether it originates from zygotic or 
asexual embryogenesis (Markulin et al. 2021). Apart from 
stress conditions, the synthetic auxin, 2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid (2,4-D), is a factor that significantly influences 
the initiation of somatic embryogenesis (Ikeda‐Iwai et al. 
2002; Mordhorst et  al. 1998). Furthermore, exogenous 
auxin, which promotes somatic embryogenesis, increases 
DNA methylation in carrot cell cultures (Lo Schiavo et al. 
1989). Such effect is due to the 2,4-D regulation of genes 
encoding DNA methyltransferases and downregulation of 
demethylases (Grzybkowska et al. 2018). However, another 
work on somatic embryogenesis indicates an inverse effect 
of 2,4-D on methylation levels and embryogenic compe-
tence, as reflected by DNA hypomethylation at early embry-
onic stages in Pinus nigra (Noceda et al. 2009). Given the 
divergent results of global DNA methylation during somatic 
embryogenesis, it is assumed that the level of DNA meth-
ylation is not explicitly related to embryogenesis but is 
related to the effect of in vitro culture per se (composition 
of the media) and probably reflects the epigenetic state of 
the explants (Wójcikowska et al. 2020). In embryogenesis, 
resetting or decreasing DNA methylation levels could be an 
essential step of cell fate transition from the vegetative to 
embryogenic (Nic-Can and De la Peña 2014). In some way, 
DNA demethylation in ‘A’ and ‘SE’ plays the same role in 
both two approaches; however, in the case of microspores 
with haploid chromosomes, the reestablishment of the meth-
ylation pattern, especially in asymmetric sequence context 

Fig. 3  a The relationship between Cu(II) ion concentration in the 
IM and sequence variation level (in %) affecting CHH asymmet-
ric sequence context for anther-derived ‘A’ regenerants and somatic 
embryo-derived regenerants ‘SE’; Ag(I) concentration is given as cir-
cles/dots and squares/filled squares from the smallest to the biggest 
(0, 10, 60 µM). b The relationship between Cu(II) ion concentration 
in the IM and sequence variation level (in %) affecting CG symmet-
ric sequence context for anther-derived ‘A’ regenerants and somatic 
embryo-derived regenerants ‘SE’; Ag(I) concentration is given as cir-
cles/dots and squares/filled squares from the smallest to the biggest 
(0, 10, 60 µM). c The relationship between Cu(II) ion concentration 
in the IM and sequence variation level (in %) affecting CHG symmet-
ric sequence context for anther-derived ‘A’ regenerants and somatic 
embryo-derived regenerants ‘SE’; Ag(I) concentration is given as cir-
cles/dots and squares/filled squares from the smallest to the biggest 
(0, 10, 60 µM)

◂
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and the symmetric one (CHG) being either under epigenetic 
or partially epigenetic control may be problematic. That is 
possibly why DMV in ‘SE’ is more apparent than in ‘A’, 
whereas DNMV in ‘A’ is more apparent than in ‘SE’.

The analysis of SV as a function of Cu(II) affecting differ-
ent contexts shows that in CG and CHH ones, the difference 
between ‘A’ and ‘SE’ is only quantitative, whereas CHG-
related SV drops faster in ‘SE’ than in ‘A’. In androgenesis, 
CHG sequence context methylation is controlled (epi)geneti-
cally, whereas CHH is via an epigenetic mechanism (Gent 
et al. 2013; Law and Jacobsen 2010; Stroud et al. 2014; 
Zemach et al. 2013). Assuming that epigenetics participates 
in both cases and methylation leads to SV, it is apparent that 
putative problems with DNA methylation reestablishment 
could explain a slight decrease in SV for CHH in ‘A’.

DMV due to Cu(II) in the IM is most pronounced for 
the CG context. While in ‘A’, the increase in DMV of the 
contexts is less evident with Cu(II) in the IM, in SE, it seems 
to proceed faster; however, in general, it is less quantita-
tive than in ‘A’. Most probably, DNA demethylation of the 
CG site reflects the process of DNA demethylation during 
the replication stage (Liu and Lang 2020). The differences 
in DMV of the CG contexts concerning ‘A’ and ‘SE’ may 
reflect the differences in DNA demethylation of the two 
sources of explants. It cannot be excluded that the metAFLP 
approach could detect more changes in putatively more hete-
rozygous explants that originated from diploid tissue, which 
might result in overall lower values of DMV in ‘SE’. In CHH 
and CHG sites, DMV behaves nearly identically in ‘A’ and 
‘SE’, with a lack of decrease or increase of its values for the 
CHG in ‘A’ and ‘SE’ and negligible decrease in DMV in ‘A’ 
for CHH context. Interestingly, the overall value of DMV 
for all Cu(II) concentrations was lower for ‘A’ than for ‘SE’ 
for the CHG and CHH contexts. Possibly, the observed data 
reflect some epigenetic mechanisms affecting methylation 
of the two contexts in contrast to the CG one.

Here, Cu(II) concentration impacts CHH DNMV; with 
increased Cu(II) concentration, DNMV increases in ‘A,’ 

whereas ‘SE’ remains constant. Thus, DNMV of the CHH 
is under epigenetic control (Gent et al. 2013; Law and 
Jacobsen 2010; Stroud et al. 2014; Zemach et al. 2013). 
Changing the development pathway of microspores toward 
androgenesis requires epigenetic reprogramming occurring 
after induction of microspores into a totipotent state and 
initiation of microspore embryogenesis (androgenesis). 
Such reprogramming involves a global decrease in DNA 
methylation and activation of cell proliferation, followed 
by an increase in DNA methylation and differentiation into 
the embryo (El-Tantawy et al. 2014; Rodríguez-Sanz et al. 
2014; Solís et al. 2012, 2015; Testillano et al. 2013). More 
detailed studies on specific DNA methylation contexts per-
formed during somatic embryogenesis in soybean show 
that DNA methylation increases during somatic embryo 
development. To the contrary, the increase in methylation 
in the CHH context may be related to an active transcrip-
tional silencing program that enhances genome-wide DNA 
methylation during somatic embryo development (Ji et al. 
2019). In addition, it should be noted that asymmetric 
DNA methylation (CHH) is mainly removed from male 
gametes and then restored after fertilization. Additionally, 
CHH methylation levels are reduced in the nucleus of the 
sperm cell while showing significantly higher levels in 
microspores. It may suggest a conflict between methyla-
tion maintenance and demethylation during male germline 
development (Walker et al. 2018). Our result indicating 
higher DNMV levels with an increase in copper ions dur-
ing ‘A’ compared to ‘SE’ may indicate the involvement 
of methylation in CHH context during reprogramming of 
microspore development and the absence of such an effect 
during somatic embryo formation in immature zygotic 
embryo cultures. Furthermore, CHH context DNA de novo 
methylation may be critical for the expression of genes 
impacting plant regeneration. Interestingly, CG and CHG 
DNMV was not affected by Cu(II) concentrations remain-
ing constant. However, in both cases DNMV was higher 
for CG and CHG in ‘A’ that in ‘SE’ which is the reversed 
case compared to CHH DNMV. We tend to think that the 
differences reflect epigenetic aspects of DNMV affecting 
asymmetric sequence context.

The other intriguing result is that sequence variation 
decreases with DMV in ‘SE’ while reversed, but a less 
expressed trend is seen in ‘A’. The result seems to be in line 
with the fact that the less DNA is methylated, the less it is 
subjected to mutations due to, i.e., oxidative stress (Lewan-
dowska-Gnatowska et al. 2014). On the other hand, DNMV 
in ‘A’ and ‘SE’ behave in a very similar way. If oxidative 
stress is responsible for SV, one might expect that increasing 
DNMV the SV should increase. Still, the opposite is seen. 
While the explanation is not apparent, we speculate that 
maybe after the demethylation stage, de novo methylation 

Fig. 4  a The relationship between Cu(II) ion concentration in the 
IM and DNA demethylation variation level (in %) affecting CHH 
asymmetric sequence context for anther-derived ‘A’ regenerants and 
somatic embryo-derived regenerants ‘SE’; Ag(I) concentration is 
given as circles/dots and squares/filled squares from the smallest to 
the biggest (0, 10, 60  µM). b The relationship between Cu(II) ion 
concentration in the IM and DNA demethylation variation level (in 
%) affecting CG symmetric sequence context for anther-derived ‘A’ 
regenerants and somatic embryo-derived regenerants ‘SE’; Ag(I) 
concentration is given as circles/dots and squares/filled squares from 
the smallest to the biggest (0, 10, 60 µM). c The relationship between 
Cu(II) ion concentration in the IM and DNA demethylation variation 
level (in %) affecting CHG symmetric sequence context for anther-
derived ‘A’ regenerants and somatic embryo-derived regenerants 
‘SE’; Ag(I) concentration is given as circles/dots and squares/filled 
squares from the smallest to the biggest (0, 10, 60 µM)
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runs with limited stress conditions resulting in decreased SV 
with increased DNMV.

Literature reports indicate a positive effect of silver 
ions on the efficiency of somatic embryogenesis (Bashir 
et al. 2022; Malik et al. 2021). Silver ions may also affect 
sequence variation  (Ag+ ions acted as a mediator), observed 
in barley regenerants obtained in anther cultures (Bednarek 
and Orłowska 2020a). Also, manipulating  AgNO3 concen-
tration with prolonged culture time affected the production 
of green barley regenerants (Bednarek and Orłowska 2020b). 
Unfortunately, such an effect of silver ions was not observed 
in the case of triticale regenerants obtained by androgenesis 
and somatic embryogenesis based on the presented results. 
The effect of culture time was also not observed in the case 
of the experiment presented; therefore, this factor was not 
included in the graphs. In the present work, the culture time 
is related to incubating explants (anthers and immature 
zygotic embryos) on induction media. On the other hand, 
there are known reports where culture time/culture dura-
tion influenced the production of secondary metabolites 
and biomass in plant tissue cultures (de Andrade Figueiró 
et al. 2010). Furthermore, the manipulation of plant tissue 
culture duration is reflected in somaclonal variation, which 
increases with a multiplying number of subcultures (pas-
sages) and may relate to accumulating changes in DNA 
methylation (Eeuwens et al. 2002; Rival et al. 2013).

Summing up, androgenesis and embryogenesis differ 
in sequence contexts, with the most exhibited differences 
concerning CG_DMV and CHH_DNMV due to Cu(II) con-
centration. Our data suggest that the differences reflect the 
switch from gametophytic to sporophytic pathway in ‘A’ 
missing in ‘SE’ and some not apparent aspects of epigenetic 
mechanisms affecting ‘A’ and ‘SE’.
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