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Cel tematu badawczego 1

Uzyskanie roslin donorowych dla kilku gatunkéw zboz (jeczmien, pszenica, pszenzyto), bedacych
materiatem wyj$ciowym do kultur in vitro.

Materiasy i metody

Wszystkie regeneranty, z ktorych otrzymano rosliny donorowe (DH) wyprowadzono na drodze
androgenezy w kulturze pylnikow. Do zatozenia kultur wykorzystano rosliny wyjsciowe pochodzace
z ziarniakow trzech gatunkow zhoz:

- jeczmienia jarego - genotypy: 19dh/4 i 2dh/8

- pszenicy jarej - genotypy: P2/9 i P2/14

- pszenzyta ozimego - 28/2 i 32/1i 47/4

Wyniki i dyskusja

W wyniku regeneracji na drodze kultur pylnikowych uzyskano regeneranty z ro$lin jeczmienia,
pszenzyta i pszenicy po 24 szt dla kazdego gatunku, bgdace podwojonymi haploidami. Rosliny te
doprowadzono do dojrzato$ci a nastepnie zebrano nasiona. Uzyskane podwojone haploidy miaty
fenotyp identyczny z roslinami bedacymi zrodtem tkanek do regeneracji. Wyjatkiem byta frakcja
roslin albinotycznych, ktore w duzej iloSci obserwowano u wszystkich gatunkéw. Mimo problemow
zwigzanych z albinizmem zastosowane metody regeneracji dla jeczmienia, pszenicy i pszenzyta
pozwolity na uzyskanie planowane;j ilo$ci regenerantow na drodze androgenezy.

Haploidyzacja roslin w warunkach kultur tkankowych jest od wielu lat stosowana w badaniach
podstawowych oraz na szerszg skale w pracach hodowlanych. Z jednej strony wprowadzanie do
procesow hodowlanych form catkowicie homozygotycznych skraca czas otrzymywania nowych
odmian, z drugiej strony formy takie sa wykorzystywane w badaniach podstawowych np. do
mutagenezy lub w pracach opartych na technikach markeréw molekularnych.

U zb6z powszechna droga uzyskiwania podwojonych haploidéw sa kultury pylnikowe lub kultury
izolowanych mikrospor. Techniki te, wykorzystujace proces androgenezy, sa zalezne od genotypu,
ponadto problemem jest takze obecnos¢ regenerantow albinotycznych, ktore sg efektem
nieprawidtowosci wynikajacych z wadliwej budowy plastydow. W prezentowanym zadaniu takze
zetknigto si¢ z obecnoscia roslin albinotycznych, jednakze wyjsciowa pula ktoséw przygotowana do
uzyskania pylnikéw pozwolita na otrzymanie zatozonej ilosci zielonych regenerantow.

Whioski

Zastosowane metody regeneracji dla jgczmienia, pszenicy i pszenzyta pozwolity na uzyskanie
planowanej iloéci regenerantéw na drodze androgenezy;

Cel tematu badawczego 2

Pozyskanie materiatu genetycznego (genomowe DNA) z trzech odmian zbéz wybranych do analizy;
sprawdzenie poziomu zmiennosci (epi)genetycznej miedzy roslinami donorowymi;

Materiasy i metody

Wysiano nasiona ze zregenerowanych roslin uzyskujac po 100 siewek dla kazdego gatunku (50 nasion
X 2 genotypy jeczmienia, 50 nasion x 2 genotypy pszenicy i 33 nasiona X 3 genotypy pszenzyta). Do
analizy wybrano po jednym genotypie dla kazdego gatunku: jeczmien 2dh/8, pszenica P2/9, pszenzyto
28/2. Pule roslin donorowych stanowity te siewki, ktore uzyskano z nasion jednego klosa
regenerantow otrzymanych w poprzednim zadaniu. Docelowo wybrano po 24 rosliny donorowe dla
kazdego gatunku.

Z siewek zboz zebrano liscie. DNA pozyskiwano ze 100 mg tkanki za pomoca zestawu do izolacji
firmy QIAGEN. llos¢ DNA oszacowano spektrofotometrycznie a czystos¢ oraz integralnosé
preparatow zweryfikowano elektroforetycznie w zelu agarozowym. Tak pozyskane preparaty DNA
poddano analizie technika met AFLP, wykonujac kolejno: trawienie DNA, ligacje adapterow, wstepny
PCR oraz selektywny PCR. Wizualizacje produktow PCR wykonywano radiograficznie. Analiza




wzordéw prazkowych stanowi podstawe do szacowania zréznicowania genetycznego miedzy roslinami
donorowymi.

Whyniki i dyskusja

Wykonano rozdziaty metAFLP wykorzystujac 13 par selektywnych starterow dla 24 roslin z kazdego
z wybranych gatunkow zboz uzyskujac wzory fragmentow DNA wizualizowane autoradiograficznie.
Amplifikowano odpowiednio 348 fragmentéw DNA dla jeczmienia, 543 dla pszenicy oraz 460 dla
pszenzyta. Srednio kazda para starterow powielata 27 fragmentow u jeczmienia, 42 u pszenicy i 35
fragmentow DNA u pszenzyta. Obserwowany polimorfizm w wyniku ciecia DNA jeczmienia
enzymami Acc65l i Msel wynosit 5,17%, u pszenicy 3,86%, za$ u pszenzyta 3,04%. Analogiczne
wyniki dla cigcia DNA enzymami Kpnl i Msel wynosity odpowiednio: 2,01% dla jeczmienia, 2,76%
dla pszenicy oraz 0,87% dla pszenzyta. Po wyeliminowaniu roslin wnoszacych najwigksza zmiennosé
w kazdym gatunku, uzyskano nastepujacy poziom zréznicowania genetycznego w przypadku
zastosowania enzyméow Acc65l i Msel: dla jeczmienia 0,57%, 0,37% dla pszenicy i 0,65% dla
pszenzyta. Podobne wartosci zmiennosci obserwowano gdy DNA poddano cigciu enzymami Kpnl
i Msel: 0,57% dla jeczmienia, 0,37% dla pszenicy oraz 0,43% dla pszenzyta. Na podstawie danych
molekularnych wykonano analize¢ skupien dla roslin donorowych wszystkich trzech gatunkow zboz.
Analiza ta uwidocznita, jednoznaczne grupowanie si¢ danych dla obydwu par enzymow
restrykcyjnych. Wynik taki swiadczy o odrebnosci danych uzyskanych poprzez dwa zestawy
enzymow restrykeyjnych. Jednoczesnie na podstawie dendrogramu i danych molekularnych mozliwe
byto wskazanie rosliny o najmniejszym zréznicowaniu (epi)genetycznym. Wytypowano podstawowa
pule roslin donorowych (32 rosliny), ktoére postuzg do uzyskania regenerantow bedacych obiektem
analizy w dalszych doswiadczeniach. Wsrod wytypowanych roslin donorowych zmiennosé¢ nie
przekraczata 1% niezaleznie od badanego gatunku. Ponadto, uzyskane dane molekularne pozwola na
wykluczenie z analiz ilosciowych markeréw, ktore wsrdd regenerantow pochodzacych od tej samej
rosliny donorowej wykazywaty zmiennos¢ identyfikowana metoda metAFLP.

Whnioski

Wytypowane na podstawie danych metAFLP rosliny donorowe bedace generatywnym potomstwem
regenerantow uzyskanych na drodze androgenezy charakteryzuja si¢ minimalnym poziomem
zmiennosci (epi)genetycznej i moga by¢ wykorzystane do dalszych badan.




