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Cel tematu badawczego 1

Przygotowanie matryc zerojedynkowych z autoradiogramow otrzymanych z analizy technikg
metAFLP dla DNA regenerantOw jeczmienia, pszenicy i pszenzyta. Wykonanie analiz
molekularnych technika metAFLP dla DNA generatywnego potomstwa regenerantow
(uzyskanie autoradiogramow ze wzorami prazkow DNA).

Materialy i metody temat badawczy 1

Policzono wszystkie uzyskane fragmenty DNA dla regenerantow jeczmienia (genotyp 2dh/8)
(90 roslin), pszenicy (genotyp P2/9) (90 roslin) oraz pszenzyta (genotyp 28/2) (90 roslin).
Regeneranty byly otrzymane w kulturach niedojrzalych zarodkéw (somatyczna
embriogeneza) oraz w kulturach pylnikowych (androgeneza). Z policzonych prazkow DNA
utworzono matryce ,,0-1”, gdzie cyfra 1 oznacza obecno$¢ prazka za$ ,,0” — brak. Matryce
przygotowano dla DNA cigtego enzymami Acc651/Msel (A) oraz Kpnl/Msel (K). Dane z
matrycy A odzwierciedlajg zmienno$¢ wynikajaca ze zmian w sekwencji DNA (zmienno$¢
genetyczna) oraz ze zmian we wzorach metylacji DNA (zmienno$¢ metylacyjna). Wyniki
uzyskane z matrycy K odnosza si¢ tylko do zmienno$ci genetycznej. Zestawienie i
porownanie ze sobg obydwu matryc skutkowato otrzymaniem trzeciej matrycy (A-K) z
danymi, ktére opisujg tylko zmienno$¢ metylacyjna.

Uzyskane w poprzednim roku badan preparaty DNA 2z potomstwa generatywnego
regenerantow: jeczmienia genotyp 2dh/8 (84 rosliny), pszenicy (genotyp P2/9 (84 rosliny) i
pszenzyta (genotyp 28/2) (84 rosliny) oraz wybrane ros§liny donorowe jeczmienia, pszenicy i
pszenzyta, wraz z regenerantami, z ktoérych otrzymano potomstwo (18 roslin) poddano
analizie molekularnej technikg metAFLP. Preparaty DNA amplifikowano za pomoca 4 par
selektywnych starteréw, dla kazdego gatunku i metody pozyskiwania roslin. Analiza wzoréw
prazkowych z elektroforegramow bedzie stanowita podstawe do szacowania zmiennoSci
genetycznej i metylacyjnej w 2018 roku.

Wyniki temat badawczy 1
Analiza wynikéw: zliczenie profili metAFLP, analiza statystyczna

Wykonano rozdziaty metAFLP dla 270 regenerantéw jeczmienia, pszenicy 1 pszenzyta (po 90
regenerantow z danego gatunku) oraz 10 roslin donorowych (sprawozdanie 2016r). W sumie
amplifikowano 620 fragmentow dla roslin jeczmienia, 757 dla pszenicy i 851 dla pszenzyta
dla DNA cigtego obydwoma zestawami enzymow restrykcyjnych (Acc651/Msel i Kpnl/Msel).
Obserwowano wigkszy polimorfizm dla danych odnoszacych sie do uktadu enzymoéw
Acc651/Msel niz do uktadu Kpnl/Msel. Utworzone matryce stanowily podstawe do
szacowania ilosciowych charakterystyk odnoszacych si¢ do zmian sekwencyjnych i
metylacyjnych identyfikowanych w roslinnych kulturach in vitro.

Wykonanie analiz molekularnych technikqg metAFLP dla DNA generatywnego potomstwa
regenerantow.

Analizy wykonano na DNA potomstwa generatywnego regenerantOw: jeczmienia genotyp
2dh/8 (84 rosliny), pszenicy genotyp P2/9 (84 rosliny) i pszenzyta genotyp 28/2 (84 rosliny)
oraz na odpowiadajgcych im roslinach donorowych jeczmienia, pszenicy 1 pszenzyta, wraz z
regenerantami, z ktorych otrzymano potomstwo (18 roslin). W analizie wykorzystano po 4
pary selektywnych starterow dla jeczmienia i pszenicy dla kazdej metody pozyskiwania roslin
oraz 5 starterow dla pszenzyta. Wynikiem tej analizy bylo uzyskanie w sumie 230
fragmentow DNA dla jeczmienia, 363 dla pszenicy oraz 461 dla pszenzyta.
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Podsumowanie temat badawczy 1

Podjete prace pozwolity na utworzenie matryc zerojedynkowych do okreslenia ilo§ciowych
charakterystyk dotyczgcyh zmiennosci indukowanej w trakcie pozyskiwania regenerantéw
jeczmiena, pszenicy i pszenzyta na drodze kultur tkankowych.

Na podstawie zliczonych fragmentow DNA okreslono polimorfizm badanych materiatéw
ro$linnych obserwujac wigksze zrdznicowanie wsrod danych odnoszacych si¢ do uktadu
enzymow Acc651/Msel niz do uktadu Kpnl/Msel.

Podjete prace pozwolity na przygotowanie czytelnych elektroforegramow dla generatywnego
potomstwa regenerantOw jeczmiena, pszenicy i pszenzyta w celu okreslenia poziomu zmian
sekwencyjnych oraz metylacyjnych wsrod tych roslin.

Cel tematu badawczego 2

Okreslenie zmienno$ci genetycznej i metylacyjnej indukowanej in vitro u regenerantow
jeczmienia (genotyp 2dh/8), pszenicy (genotyp P2/9) i pszenzyta (genotyp 28/2) oraz dobdr
warunkow kultur in vitro prowadzacych do uzyskania minimalnej oraz maksymalnej
zmiennos$ci indukowanej in vitro oraz maksymalnej ilosci zielonych regenerantow.

Materialy i metody temat badawczy 2

Materialem badawczym w tym temacie byly preparaty DNA pozyskane z roslin
przygotowywanych w trzech pierwszych latach trwania zadania (lata 2014-2016) pochodzace
z gatunkow: jeczmien (genotyp 2dh/8), pszenica (genotyp P2/9) i pszenzyto (genotyp 28/2).
Byly to zaré6wno rosliny donorowe (10 roslin) jak i regeneranty (6 x 45 roslin) uzyskane w
réznych warunkach kultur in vitro uwzgledniajacych suplementacje CuSO,4 i AgNO3; oraz
czas trwania kultury tkankowej (etap indukcji somatycznej embriogenezy i androgenezy).

Do okres$lenia zmian indukowanych w kulturze in vitro na poziomie DNA zostat
wykorzystany wariant techniki AFLP — metAFLP. W wariancie tym stosowano dwie pary
enzymoOw restrykcyjnych Acc65l i Msel oraz Kpnl i Msel do réwnolegtego cigcia
genomowego DNA. Enzymy Acc65l i Kpnl sg izoschizomerami rozpoznajagcymi t¢ sama
sekwencje nukleotydowa, réznigcymi si¢ jednak wrazliwos$cia na obecno$¢ metylowanej
cytozyny w genomowym DNA. Enzym Acc65I jest wrazliwy i nie przecina rozpoznanej
sekwencji jesli w miejscu cigcia jest metylowana cytozyna, za§ Kpnl nie jest wrazliwy i
zawsze przecina rozpoznane miejsce. Zestawienie ze sobg matryc prazkow DNA uzyskanych
z cigcia enzymami Acc651/Msel oraz Kpnl/Msel byto podstawa do analizy jakosciowej i
ilosciowej zmiennosci indukowanej in vitro. Profile prazkow amplifikowanych dla rosliny
donorowej (D) i regeneranta (R) dla obydwu matryc zerojedynkowych moga by¢
przedstawione jako zapis czterocyfrowy. Gdzie dwie pierwsze cyfry oznaczaja obecnos¢ —,,1”
lub brak —,,0” fragmentu DNA dla uktadu enzymow Acc651/Msel dla rosliny donorowej (D) i
regeneranta (R), za§ dwie kolejne obecnos¢ lub brak fragmentu DNA dla rosliny donorowe;j
(D) i regeneranta (R) dla uktadu enzymow Kpnl/Msel. Kazdy kod odzwierciedla okreslong
charakterystyke zmian zachodzacych w kulturach in vitro na poziomie DNA. Sg to zmiany
sekwencyjne (SV) oraz zmiany zwigzane z metylacja DNA — demetylacja (DMV) oraz
metylacja de novo (DNMYV) jak rowniez inne zmiany. Na podstawie kodow zerojedynkowych
mozliwe bylo ilosciowe szacowanie poszczegolnych typoéw zdarzen. W oparciu o
przedstawiony system wyliczen, przy uzyciu specjalnie stworzonego arkusza kalkulacyjnego
wyliczono ilosci poszczegdlnych zmian powstatych pod wpltywem dzialania kultury
tkankowej.

Do przeprowadzenia procesu optymalizacyjnego dotyczacego uzyskania regenerantow o
najwyzszym lub najnizszym poziomie zmienno$ci indukowanej in vitro (TTCIV) oraz do
uzyskania maksymalnej liczby zielonych regenerantow na 100 wytozonych pylnikow
wykorzystano metod¢ Taguchiego. Pod uwage wzigto trzy czynniki takie jak stezenie CuSOy
oraz AgNO3 w pozywce indukujacej oraz czas prowadzenia kultury in vitro w trakcie procesu



indukcji somatycznej embriogenezy lub androgenezy, kazdy czynnik na trzech rdéznych
poziomach warto$ci.

Wyniki temat badawczy 2

Do analizy wybrano wyniki dotyczace zmiennosci sekwencyjnej (SV), metylacji de novo
(DNMV), demetylacji (DMV) oraz catkowitej zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro
(TTCIV). Dla jeczmienia dominujgcym typem zmian byta zmienno$¢ sekwencyjna zaréwno
dla regenerantéw uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy jak i androgenezy (2,7%
oraz 3,93%). Rowniez dla pszenicy zmiany dotyczace sekwencji DNA byly dominujace,
jednakze tylko dla regenerantéw otrzymanych w kulturach niedojrzatych zarodkow
zygotycznych (37,19% vs 0,71%). Podobne wyniki uzyskano dla regenerantow pszenzyta
gdzie obserwowano przewage zmian dotyczacych sekwencji DNA nad pozostatymi badanymi
typami zmian (36,6% dla regenerantéw uzyskanych na drodze somatycznej embiogenezy i
40,2% dla regenerantdw uzyskanych na drodze androgenezy). Najmniejszy udzial zmian dla
wszystkich badanych ro$lin dotyczyt metylacji de novo bez wzgledu na sposob
wyprowadzenia materiatu roslinnego w kulturach in vitro. Analiza wariancji wykazata, ze dla
wszystkich badanych gatunkow analizowany model (zmiennos$¢, sposob wyprowadzenia
ro$lin oraz interakcja miedzy sposobem wyprowadzenia i zmiennoscig) jest istotny. We
wszystkich przypadkach w analizowanym modelu istotny byt typ zmienno$ci, natomiast
metoda (sposéb regeneracji roslin) odgrywata role wylgcznie u pszenzyta. Ponadto nie
stwierdzono interakcji miedzy typem zmiennosci a metoda regeneracji u zadnego z badanych
gatunkow.

Dane uzyskane z przeprowadzonych eksperymentéw dotyczace ilosci uzyskanych zielonych
regenerantéow na 100 wylozonych pylnikéw (sprawozdanie rok 2015) oraz dane dotyczace
poziomu zmienno$ci indukowanej w kulturach in vitro (TTCIV) (obecne sprawozadnie)
postuzyly do wygenerowania poziomu trzech badanych czynnikow pozwalajacych na
optymalizacje prowadzonego procesu (program QIMacros230T).

Podsumowanie temat badawczy 2

Metoda metAFLP umozliwita okreslenie ilo$ciowych zjawisk odnoszacyc si¢ do zmian w
sekwencji DNA oraz jego metylacji u jeczmienia, pszenicy i pszenzyta;

Zmiany w sekwencji DNA przewazaly nad zmianami dotyczacymi metylacji de novo lub
demetylacji u pszenicy i pszenzyta;

Sumarycznie zmiany zwiazane z metylacja DNA byly w przewadze u regenerantow
jeczmienia;

Metoda Taguchiego ograniczylta ilos¢ wykonywanych eksperymentow i okreslita optymalne
warunki prowadznia kultur in vitro, ktére przy minimalnym nakladzie stosowanych

czynnikow pozwola uzyska¢ pozadane efekty (maksimum Ilub minimum TTCIV oraz
maksimum zielonych regenerantdw)

Cel tematu badawczego 3

Przygotowanie roslin donorowych w celu uzyskania regenerantow jgczmienia, pszenicy i
pszenzyta w wytypowanych w poprzednim temacie warunkach kultur in vitro na drodze
somatycznej embriogenezy (niedojrzate zarodki zygotyczne) oraz na drodze androgenezy
(pylniki). Pozyskanie DNA z roslin donorowych i przygtowanie do analiz metodg metAFLP.

Materialy i metody temat badawczy 3

Nasiona podwojonych haploidow uzyskanych na drodze androgenezy w kulturach
pylnikowych z jgeczmienia (genotyp 2dh/8), pszenicy (genotyp P2/9) i pszenzyta (genotyp
28/2), postuzyly do uzyskania roslin donorowych (Dopt), z ktorych bedg wyprowadzone
regeneranty w kulturach niedojrzatych zarodkéw oraz w kulturach pylnikowych.
Wykorzystano po ok. 70 nasion z kazdego gatunku (po ok. 35 nasion do kazdej metody
otrzymywania regenerantéw). Ziarniaki z wymienionych gatunkéw zostaly skietkowano.
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Uzyskane siewki bedgce potomstwem generatywnym regenerantow (rosliny donorowe Dopt)
przesadzono do plat. Gatunki ozime poddano jarowizacji (8 tygodni). Po osiggnig¢ciu
Kilkunastu centymetréw siewki wysadzono do wiader i prowadzono do pelnej dojrzatosci w
warunkach kontrolowanych w fitotronie. Z kilkunastodniowych siewek pobrano po 100 mg
tkanki lisci do izolacji DNA. Ekstrakcja DNA zostala wykonana za pomocg zestawu do
izolacji firmy QIAGEN zgodnie z metodyka producenta. Ilos¢ DNA 0Sszacowano
spektrofotometrycznie (NanoDrop). Czysto$¢ oraz integralno$¢ preparatow zweryfikowano
elektroforetycznie w zelu agarozowym. Tak pozyskane DNA przygotowano do techniki
metAFLP wykonujac: trawienie DNA enzymami Acc65l i Msel oraz Kpnl i Msel, ligacje
adaptorow komplementarnych do uzyskanych fragmentow DNA, wstepny PCR z
preselektywnymi starterami oraz przygotowanie rozcienczen preparatbw DNA do
selektywnego PCR;

Wyniki temat badawczy 3

W celu uzyskania roslin donorowych (Dopt) bedacych Zrodiem niedojrzatch zarodkow
zygotycznych oraz pylnikow na potrzeby weryfikacji uzyskanych danych molekularnych oraz
dotyczacych poprawy efektywno$ci regeneracji wysiano po ok. 35 nasion do kazdej metody
otrzymywania regenerantow. Ilo$¢ taka pozwolita finalnie na uzyskanie po 24 ro$liny
donorowe jeczmienia (genotyp 2dh/8) (JDopt) i pszenicy (genotyp P2/9) (PszDopt) oraz 36
roslin donorowych pszenzyta (genotyp 28/2) (PzDopt). Liscie z mtodych siewek byly zrodtem
pozyskiwania DNA do dalszych analiz. Jako$¢ otrzymanego DNA byla poprawna i
sprawdzona w zelu agarozowym, natomiast ilo$¢ 1 czysto§¢ DNA pozwolily na
przygotowanie preparatow DNA do techniki metAFLP zgodnie z podang metodyka.

Podsumowanie temat badawczy 3

Wyhodowano reprezentatywna liczbe roslin donorowych jgczmienia, pszenicy i pszenzyta
(Dopt) bedacych zrodlem eksplantatow (niedojrzale zarodki zygotyczne, pylniki) do
uzyskania regenerantOw w wytypowanych wczesniej warunkach in vitro.

Podjete prace pozwolily na przygotowanie preparatbw DNA do analiz molekularnych
zwigzanych z roslinami donorowymi jeczmiena, pszenicy i pszenzyta (Dopt)



