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Tytut zadania: Analiza zmiennosci somaklonalnej indukowanej w kulturach in vitro u roslin
zbozowych.
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Cel tematu badawczego 1

Uzyskanie potomstwa generatywnego dla regenerantow jeczmienia, pszenicy i pszenzyta uzyskanych
na drodze somatycznej embriogenezy i androgenezy. Pozyskanie materiatu genetycznego
(genomowe DNA) z roslin potomnych i przygotowanie do analizy technikg metAFLP.

Materiat i metody

Regeneranty jeczmienia genotyp 2dh/8, pszenicy genotyp P2/9 i pszenzyta genotyp 28/2, pozyskane
na drodze somatycznej embriogenezy i androgenezy byty Zzrédtem ziarniakéw do uzyskania
generatywnego potomstwa z nastepujgcych gatunkéw zbdz: jeczmien, pszenica i pszenzyto. Ziarniaki
po zbiorze i okresie spoczynku poddano sterylizacji przez 15 min w 10 % podchlorynie sodu a
nastepnie wytozono na wilgotng bibute w szalkach Petriego. Tak przygotowane szalki pozostaty przez
dobe w temperaturze 4°C, a nastepnie dobe w temperaturze pokojowej. Uzyskane siewki bedgce
potomstwem generatywnym regenerantéw przesadzono do plat wypetnionych podfozem do
pikowania. Gatunki ozime poddano jarowizacji (8 tygodni). Po osiggnieciu kilkunastu centymetrow
siewki wysadzono do wiader i prowadzono do dojrzatosci w warunkach szklarniowych oraz w
przypadku gatunkdw jarych na polu.

Z kilkunastodniowych siewek pobrano po 100 mg lisci do izolacji DNA. Ekstrakcje DNA wykonano z
rozdrobnionego materiatu zamrazanego w ciektym azocie za pomocy zestawu do izolacji firmy
QIAGEN (DNeasy Plant Mini Kit (250)) zgodnie z metodyka producenta. llos¢ DNA oszacowano
spektrofotometrycznie (NanoDrop). Czysto$¢ oraz integralnos¢ preparatow zweryfikowano
elektroforetycznie w zelu agarozowym. Kolejne etapy techniki metAFLP wykonano zgodnie z
procedurg opracowang przez Bednarka (2007) obejmujaca:

. trawienie DNA enzymami Acc651 i Msel oraz Kpnl i Msel;

o ligacje adaptoréw komplementarnych do uzyskanych fragmentéw DNA;
o wstepny PCR z preselektywnymi starterami;

o przygotowano rozcieniczenia preparatéw DNA do selektywnego PCR;
Wyniki

Uzyskanie potomstwa generatywnego regenerantdw uzyskanych na drodze somatycznej
embriogenezy i androgenezy

Aby otrzymac zaplanowane ilosci roslin bedacych generatywnym potomstwem regenerantéw
wysiano ok. 10% wiecej nasion, niz oczekiwane liczebnosci roslin potomnych. Wysiano po 45
ziarniakéw z regenerantéw otrzymanych w obydwu typach kultur in vitro dla 3 badanych gatunkéw
zbdz. Uzyskano 240 roslin potomnych.

Analizy molekularne

Analizy molekularne obejmowaty ekstrakcje genomowego DNA z roslin bedacych generatywnym
potomstwem regenerantdw oraz przygotowanie préb DNA do techniki metAFLP, a dalej wykonano
wstepne analizy technikg metAFLP.

Z siewek potomstwa zebrano liscie, a nastepnie wyekstrahowano genomowe DNA. Jakosc
wyizolowanego DNA sprawdzono w zelu agarozowym. Pozyskany DNA zostat nastepnie
przygotowany do rozdziatéw w technice metAFLP. Po wykonaniu trawienia, ligacji oraz pierwszej
reakcji PCR tzw. ,, wstepny PCR” sprawdzono jakos$¢ otrzymanych produktéw w zelu agarozowym.



Dyskusja

W prezentowanym zadaniu zaplanowano uzyskanie generatywnego potomstwa regenerantéw
pozyskiwanych dwoma metodami kultur in vitro dla trzech badanych gatunkéw zbdz. Wykonane
prace hodowlane umozliwity uzyskanie odpowiednich materiatow roslinnych oraz ekstrakcje
preparatéw DNA. Zastosowano standardowe metody hodowlane nie sprawiaty wiekszych ktopotow a
realizowana profilaktyka (opryski itd) pozwolita na wyprowadzenie potomstwa regenerantéw bez
obcigzenia chorobami. Tak wyprowadzony materiat idealnie nadawat sie do ekstrakcji DNA, réwniez
bez przeszkéd wykonano wszystkie etapy metAFLP.

Whioski/Podsumowania

Uzyskano reprezentatywng liczbe roslin bedacych generatywnym potomstwem regenerantéow
pozyskanych w poprzednim roku badan.

Podjete prace pozwolity na przygotowanie preparatéw DNA do analiz molekularnych zwigzanych z
generatywnym potomstwem regenerantow.

Cel tematu badawczego 2

Okreslenie poziomu zmiennosci genetycznej i metylacyjnej technikg metAFLP dla roslin donorowych i
regenerantdow jeczmienia, pszenicy i pszenzyta wyprowadzonych na drodze somatycznej
embriogenezy oraz androgenezy w réznych warunkach kultur in vitro obejmujgcych suplementacje
AgNO; i CuSO, oraz rézny czas indukcji proceséw embriogenezy somatycznej oraz androgenezy.

Materiat i metody

Uzyskane w poprzednim roku badan preparaty DNA z regenerantéw jeczmienia (90 roslin), pszenicy
(90 roslin) i pszenzyta (90 roslin) oraz wybrane rosliny donorowe jeczmienia, pszenicy i pszenzyta, z
ktérych pozyskiwano regeneranty (10 roslin) zostaty poddane analizie molekularnej technikg
metAFLP. Wykonano reakcje selektywnego PCR za pomocg 8 par selektywnych starterow. W temacie
wykorzystano nastepujgce pary selektywnych starteréw: CpXpX-TAA/MCGT, CpXpG-TTG/MCGT,
CpXpX-ATT/MCAC, CpXpG-AGG/MCGT, CpXpG-AGA/MCGT, CpG-GGC/MCAC, CpXpG-AGC/MCAC,
CpG-GCA/MCGT. Jeden z selektywnych starteréw znakowano radioaktywnie fosforem yP** w
obecnosci kinazy T4 DNA. Analiza wzoréw prazkowych DNA bedzie stanowita podstawe do
szacowania zmiennosci epigenetycznej w kolejnym roku badan. Wykonano analize skupien na bazie
profili AFLP ( po ich konwersji do postaci binarnej). Na podstawie uzyskanych wynikéw, wykreslono
dendrogramy dla DNA kazdego gatunku oraz kazdej metody kultur in vitro, w ktdrej pozyskiwano
regeneranty.

Wyniki

W analizie wykonano rozdziaty metAFLP wykorzystujagc po 8 par selektywnych starteréw dla 270
regenerantdw jeczmienia, psznicy i pszenzyta (po 90 regenerantéw z danego gatunku) oraz 10 roslin
donorowych uzyskujac wzory fragmentéw DNA wizualizowane autoradiograficznie. Najmniejszg
liczbe amplifikowanych fragmentéw DNA obserwowano u regenerantdw jeczmienia uzyskanych na
drodze androgenezy — 190, zas najwiecej fragmentdéw (360) obserwowano u regenerantdéw pszenicy
uzyskanych réwniez w kulturach pylnikowych. llosci fragmentéw DNA detekowane dla regenerantéw
pszenzyta wynosity od 248 do 282. Srednio kazda para starteréw powielata od 23 fragmentéw u
jeczmienia do 45 u pszenzyta. Na podstawie danych molekularnych wykreslono dendrogramy,
przedstawiajgce analizy skupien grupowania sie danych ze wzgledu na uzyte enzymy restrykcyjne w
analizie metoda metAFLP niezaleznie od badanego gatunku. Regeneranty uzyskiwane metodg
somatycznej embriogenezy wykazywaty mniejsze zrdinicowanie niz regeneranty uzyskiwane w
kulturach pylnikowych. U jeczmienia zaobserwowano skupianie sie regenerantow pochodzacych z



roznych warunkow kultur in vitro. Wyniki analizy skupien dla pszenicy wykazywaty podobny stopien
zrdéznicowania jak dla regenerantéw jeczmienia, natomiast dane dla pszenzyta uzyskanego w
warunkach kultur pylnikowych charakteryzowaty sie wyiszym zrdznicowaniem dotyczgcym
zmiennosci genetycznej niz zmian sekwencyjnych i metylacyjnych.

Dyskusja

Uzyskiwane profile fragmentéw DNA nie odbiegaty od tych otrzymanych dla roslin donorowych w
pierwszym roku badan. Zwiekszenie puli badanych obiektéw (po 45 regenerantéw dla kazdego
gatunku i kazdej z metod otrzymywania regenerantéw) pozwoli na przeprowadzenie jakosciowej
analizy poziomu zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro. Jakosciowe szacowanie zmiennosci
genetycznej oparte na analizie skupien potwierdzito odrebnos$é danych molekularnych dla
zastosowanych eznymow restrykcyjnych. Podwyzszony poziom zmian (szczegdlnie identyfikowanych
za pomoca Acc651/Msel w przypadku kultur pylnikowych w poréwnaniu z kulturami niedojrzatych
zarodkéw sugeruje, ze regeneracja na drodze androgenerezy jest bardziej podatana na indukcje
zmiennosci niz to ma miejsce w przypadku embriogenezy. Stwierdzono grupowanie sie regenerantéw
pochodzacych z réznyh warunkdw in vitro w obrebie tych samych skupien, przy czym wystepowanie
kilku takich skupief sugeruje, ze zastosowane warianty kultur in vitro majg wplyw na poziom
zmiennosci sekwencyjnej i wzoréw metylacji DNA.

Whioski

Zastosowanie wybranych uprzednio starterow do selektywnego namnazania DNA pochodzacego z
regenerantow trzech gatunkéw zbdz, uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy i
androgenezy skutkowato otrzymaniem puli fragmentéw DNA bedacych podstawg do szacowania
zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro. Na podstawie wytypowanych warunkéw kultur in vitro,
obserwuje sie zrdinicowanie miedzy regenerantami na poziomie profili DNA, co nalezy
interpretowad, jako mozliwosé wptywania na poziom zmiennosci sekwencyjnej i metylacyjnej poprzez
wybor odpowiedniego sktadu pozywki oraz czasu prowadzenia kultury in vitro. Niezaleznie od
badanego gatunku androgeneza wydaje sie indukowa¢ wyiszy poziom zmiennosci wsréd
regenerantow niz to ma miejsce w przypadku embriogenezy.



