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WPROWADZENIE

Regeneracja roslin w kulturach in vitro umozliwia uzyskanie roslin haploidalnych
1 podwojonych haploidow. Dane literaturowe wskazuja, ze otrzymywanie roslin w kulturach
in vitro indukuje zmienno$¢, ktora moze by¢ obserwowana u regenerantow (zmiennos$¢
indukowana w kulturach in vitro) (Kaeppler i in. 2000) oraz u potomstwa generatywnego
regenerantow (zmienno$¢ somaklonalna) (Linacero i Vazquez 1992).

Zmiany obserwowane podczas regeneracji roslin w kulturach in vitro moga byc¢
spowodowane m.in. zmienno$cig swoistg eksplantatu lub wptywem manipulacji zwigzanych
z kulturami tkankowymi. Wptyw kultur tkankowych na poziom indukowanych zmian moze
zaleze¢ od m.in. genotypu i stabilno$ci genomu ro$lin donorowych (Snape i in. 1988; Zhang
I in. 2010), eksplantatu (Skirvin i in. 1994), systemu regeneracji roslin (Devaux i in. 1993),
sktadu pozywek (Bouman i De Klerk 2001), czasu trwania kultury (Smykal i in. 2007),
stresow abiotycznych (Guzy-Wrobelska i in. 2013), zaburzen w procesach komorkowych
(Larkin i Scowcroft 1981), migracji elementéw mobilnych czy zmiennosci w sekwencjach
powtorzonych tandemowo (Bzymek i Lovett 2001; Ngezahayo i in. 2009). Zmiennos$¢
indukowana w kulturach in vitro oraz zmienno$¢ somaklonalna moze przejawiaé si¢ na
poziomie np. morfologicznym (Oleszczuk i in. 2011), biochemicznym (Franck i in. 2001),
liczby i struktury chromosomow (Lapitan i in. 1984), sekwencji DNA (Jiang i in. 2011) czy
zmian wzorow metylacji DNA (Jaligot i in. 2011).



Manipulacje stosowane w celu regeneracji roslin w kulturach tkankowych moga by¢
zrodlem zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro i zmiennosci somaklonalne;j.
Dotychczasowe badania na r6znych gatunkach ro$lin potwierdzity wystepowanie zmiennosci
sekwencyjnej i wzoréw metylacji DNA u regenerantow, jednakze brak bylo takich analiz dla
pszenzyta, syntetycznego gatunku, ktory powstal niedawno i cieszy si¢ zainteresowaniem
hodowcow roslin. Pszenzyto ze wzgledu na swojg niestabilno$¢ genomowa (Bento i in. 2008),
sposob wyprowadzenia (Miintzing 1974, 1979) i znaczenie gospodarcze (Wolski i in. 2000)
jest ciekawym obiektem badawczym do oceny zmian genetycznych i metylacyjnych, tak wiec
ten gatunek moze przyczyni¢ si¢ np. do wyjasnienia zmienno$ci wystepujacej podczas

regeneracji ros$lin w kulturach in vitro.

Dotychczasowe badania zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro i zmiennosci
somaklonalnej prowadzono z wykorzystaniem réznych technik analitycznych (Rival i in.
2013; Teyssier i in. 2013) i molekularnych (Linacero i in. 2000; Jaligot i in. 2002; Smykal
i in. 2007; Perrini i in. 2009; Zhang i in. 2010; Baranek i Ondrusikova 2012). Jednak ocena
zmian indukowanych w Kkulturach in vitro wymaga opracowania takich narzg¢dzi
molekularnych, ktore pozwolityby na ilosciowa oceng tych zmian. Najczesciej stosowang
technikg do analizy zmienno$ci indukowanej w kulturach in vitro (ang. tissue culture
— induced variation (TCIV)) jest metoda AFLP z wykorzystaniem endonukleaz wrazliwych
na metylacje (ang. methylation sensitive amplified polymorphism (MSAP)). Uzyskane ta
metoda wyniki moga by¢ niedoszacowane, gdyz enzymy te np. nie przecinaja DNA, gdy
wystepuje metylacja "C"CGG i "CCGG w podwojnej nici (Cervera i in. 2002). Ponadto, nie
ma jednego powszechnie przyjetego sposobu obliczania ilo$ciowych charakterystyk
zmienno$ci na podstawie interpretacji wzorow prazkowych (Schulz i in. 2013). Dlatego
w niniejszej rozprawie doktorskiej rozwini¢to metode metAFLP umozliwiajacg jako$ciowa
i ilosciowa ocen¢ zmienno$ci genetycznej 1 zmian wzorow metylacji w jednym
doswiadczeniu, bazujagc na analizie profili molekularnych ro$liny donorowej i jej

regenerantow (Machczynska 1 in. 2014a).

Wykorzystanie metody metAFLP pozwolito na szczegdtows charakterystyke zmian
powodowanych wplywem kultur in vitro, pod warunkiem zastosowania odpowiedniego
modelu badawczego, ktoéry powinien niwelowaé potencjalne zrodta zmiennos$ci, ktore moga
znieksztatca¢ ocen¢ poziomu zmian indukowanych w kulturach in vitro. Przede wszystkim
nalezy dazy¢ do ograniczenia zmienno$ci swoistej. By to osiggna¢ w badaniach bedacych
podstawa rozprawy doktorskiej wykorzystano wyréwnane genetycznie rosliny donorowe,
bedace podwojonymi haploidami. Taki materiat o ustabilizowanym genomie byl zrodiem

eksplantatow do wyprowadzenia regenerantow w kulturach samoistnie uwalniajacych sie¢



mikrospor, kulturach pylnikowych i w kulturach niedojrzatych zarodkow zygotycznych,

a nastepnie potomstwa generatywnego regenerantow. Metoda metAFLP umozliwita

identyfikacj¢ zmian wzorow metylacji jedynie W miejscach restrykcji enzymow, dlatego

w pracy zastosowano technik¢ RP-HPLC (ang. reverse phase-high performance liquid

chromatography) do analizy poziomu metylowanej cytozyny w calym genomie. Ponadto,

poprzez wykorzystanie techniki RP-HPLC mozliwa byta kontrola czy zmiany te mogg by¢

przenoszone do potomstwa generatywnego regenerantow.

HIPOTEZA NAUKOWA

1.

Istnieje mozliwo$¢ opracowania rozszerzonego wariantu techniki metAFLP, ktora
pozwala na ilo$ciowg ocen¢ zmian indukowanych w kulturach in vitro oraz
charakterystyk niepodlegajgcych zmianom w wyniku regeneracji roslin w kulturach
tkankowych.

Regeneracja roslin w kulturach in vitro prowadzi do stresu abiotycznego. Stres ten
indukuje zmienno$¢ u regenerantow pszenzyta, ktora moze by¢ dziedziczona
u potomstwa generatywnego tych regenerantow.

Poziom zmienno$ci indukowanej w kulturach in vitro u pszenzyta zalezy od genotypu

ro$lin donorowych i systemu regeneracji ro$lin.

CELE BADAN

1.

Opracowanie rozszerzonego wariantu metody metAFLP do ilo$ciowej oceny
zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro oraz dodatkowych charakterystyk
opisujacych rosliny uzyskane w kulturach tkankowych;

Jako$ciowa i iloSciowa ocena zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro pszenzyta
z wykorzystaniem rozszerzonego wariantu metody metAFLP;

Ocena wptywu genotypu roslin donorowych 1 systemu regeneracji roslin na poziom
zmian indukowanych podczas otrzymywania roslin w kulturach in vitro;

Ocena catkowitej metylacji DNA genomu roslin donorowych, regenerantow 1 ich
trzech pokolen generatywnych za pomocag RP-HPLC;

Poréwnanie wynikow uzyskanych metodg metAFLP i RP-HPLC.



STRUKTURA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Do omowienia literatury dotyczgcej realizowanego tematu, potwierdzenia
postawionych hipotez i osiggnigcia wyznaczonych celow Autorka przedstawita prace

W dziesigciu rozdziatach.

W pierwszym rozdziale przedstawiono wykaz publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej.

Drugi rozdzial obejmowat streszczenie rozprawy w jezyku polskim i angielskim.

W trzecim rozdziale opisano zagadnienia dotyczace otrzymywania roslin w kulturach
in vitro, czynnikow wptywajacych na poziom zmian indukowanych w wyniku manipulacji
stosowanych w kulturach tkankowych, a takze przejawéw zmienno$ci indukowanej
w kulturach in vitro na poziomie zmian w morfologii, biochemii, liczby i struktury
chromosomow i metylacji DNA. Omoéwiono rowniez techniki stosowane do badan nad
zmiennoscig indukowang w kulturach in vitro u regenerantow i zmiennos$ciag somaklonalng
u generatywnego potomstwa regenerantow. Nastgpnie, na podstawie dostepnej literatury,
opisano wyniki dotyczace zmiennosci obserwowanej u regenerantow pszenzyta i ich

potomstwa generatywnego.
Czwarty rozdzial zawierat cel badan 1 hipotez¢ naukowa.

W piatym rozdziale uzasadniono wybor materiatu roslinnego i metod stosowanych do
badan.

Szosty rozdzial to wyniki omoéwione w publikacjach sktadajacych si¢ na niniejsza
rozpraw¢ doktorska, a w sid6dmym podsumowano uzyskane rezultaty dla wszystkich prac

wchodzacych w sktad rozprawy doktorskie;.

Efekty dysertacji doktorskiej byty przedstawione w rozdziale pt.: Obserwacje
I wnioski.

Rozdziat dziewiaty zawierat spis literatury, a w ostatnim zalgczono publikacje

naukowe sktadajgce si¢ na rozprawe doktorska.

WYNIKI BADAN

W publikacji Machczynskiej i in. (2014a) opracowano rozszerzony wariant metody
metAFLP umozliwiajacy ocene poziomu zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro

(i licznych charakterystyk opisujacych brak zmian), do ktorej dochodzi podczas



otrzymywania roslin w kulturach in vitro. Metoda metAFLP bazuje na interpretacji wzoréw
prazkowych powielanych na DNA ro$lin donorowych i ich regenerantéw z wykorzystaniem
dwoch par endonukleaz restrykcji Acc651/Msel i Kpnl/Msel. Wzory te konwertowano do
czterocyfrowego kodu, w ktorym pierwsza i trzecia pozycja odzwierciedlaly obecnos¢ lub
brak prazka u rosliny donorowej, a druga i czwarta u regeneranta. Pierwsza i druga pozycja to
profile powielone na bazie produktow cigcia genomowego DNA restryktazami Acc651/Msel
natomiast trzecia i czwarta odpowiada profilom opartym o endonukleazy Kpnl/Msel. Kazdy
z przedstawionych czterocyfrowych kodow miat wlasng interpretacje genetyczng
odzwierciedlajaca rozne typy zdarzen opisanych w rozprawie doktorskiej. Ilosciowa oceng
poszczegodlnych typéw zdarzen wykonano na podstawie zerojedynkowych kodow (Tab. 1).

Tabela 1. Zestawienie wzoré6w do wyliczania réznych typéw zdarzen charakteryzujacych
regeneranty otrzymane w kulturach in vitro na bazie 4-cyfrowego kodu

Skrot Wzér Opis
$(0001)+3(0010)+¥(0101)+>(0110)+ _ .
SE S(1001)+3(1010)+5(1110)+¥(1101) Zdarzenie sekwencyjne
DME >(0111)+>(0110) Zdarzenie demetylacyjne
DNME | >(1011)+>(1001) Zdarzenie metylacja de novo
CE >(0100)+>:(1000) Zdarzenie ztozone

Niemetylowane  miejsca  restrykcji

+ +
SNMS 2(1100)+2 (111 1+2.(1101) u ro$liny donorowej i jej regeneranta

Miejsca restrykcji modyfikowane pod
SMS >(0011)+(1100) wplywem metylacji DNA u rosliny
donorowej i jej regeneranta

Calkowita liczba zdarzen indukowanych

TNTCIE | SE +DME+DNME+CE .. L
podczas regeneracji w kulturach in vitro

Dla kazdego typu zdarzen obliczono procentowy udziat poszczegolnych typow
zmiennosci jak i pozostatych charakterystyk opisujacych regeneranty otrzymane w kulturach
tkankowych (Tab. 2).

Tabela 2. Wzory uzyte do procentowych wyliczefn roznych typéw zmiennos$ci i dodatkowych
charakterystyk opisujacych rosliny uzyskane w kulturach in vitro

Skrot Wzor Opis
SE+DME+DNME+CE+SMS+ Stuzyt  do  procentowych  wyliczen
Mianownik1 SNMS+0000 zmiennosci SV, DMV, DNMV, CV, TTCIV
oraz charakterystyk SNMS, SMS
SV 100*SE/Mianownikl Zmienno$¢ sekwencyjna
DMV 100*DME/Mianownik1 Demetylacja




DNMV 100*DNME/Mianownik1 Metylacja de novo

CcVv 100*CE/Mianownik1 Zmienno$¢ ztozona

Calkowita zmienno$¢ indukowana

TTCIV 100*TTCIE/Mianownik1 L.
w kulturach in vitro

Niemetylowane miejsca restrykcji u rosliny

SNMS 100*SNMS/Mianownik1 .
donorowej i jej regeneranta

Miejsca restrykcji modyfikowane pod
SMS 100*SMS/Mianownikl wplywem metylacjii DNA u ro$liny
donorowej i jej regeneranta

Liczba niemetylowanych miejsc restrykcji

TNNMS DME+SNMS
u regeneranta

Liczba metylowanych miejsc restrykcji

TNMS DNME+SMS
u regeneranta

. . huzyt h liczen M
Mianownik2 | TNMS+TNNMS Stuzyt do procentowych wyliczen G

i GNM
GM 100*TNMS/Mianownik?2 Globalna genomowa metylacja
GNM 100*TNNMS/Mianownik?2 Globalny genomowy brak metylacji

Liczba miejsc restrykcji nie bedacych pod

SUTciv 100 -TClV wplywem dziatania kultur in vitro

Liczba miejsc restrykcji modyfikowanych

SAM TTCIV - CSV .
pod wplywem metylacji

W rozszerzonym wariancie metAFLP opracowano model teoretyczny zmiennosci
zlozonej, okreslono jaki wkiad do zmiennos$ci ztozonej ma zmiennos$¢ sekwencyjna, metylacja
de novo oraz demetylacja. Uzyskane dane pozwolity na ponowne oszacowanie tych typow

zmienno$ci 1 wyeliminowanie zmiennos$ci ztozonej jako odrgbnego elementu modelu.

Ocen¢ zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro przeprowadzono dla
regenerantow (Machczynska 1 in. 2015) otrzymanych z czterech genotypow roslin
donorowych, bedgcych podwojonymi haploidami, uzyskanych w kulturach izolowanych
mikrospor (Oleszczuk i in. 2004). Z czterech genotypow roslin donorowych otrzymano 53
klony, ktére analizowano za pomocg techniki metAFLP. Zaobserwowano wystgpienie
zréznicowania na poziomie DNA klondéw roslin donorowych dla wybranych genotypow.
Dlatego klony danego genotypu, u ktorych wykryto polimorfizm w jakiejkolwiek z platform
metAFLP uwidoczniony na poziomie analizy skupien wykluczono z dalszych analiz. Cztery
genotypy roslin donorowych oraz ich regeneranty otrzymane na drodze androgenezy
w kulturach pylnikowych i w kulturach samoistnie uwalniajacych si¢ mikrospor, a takze na
drodze embriogenezy somatycznej w kulturach niedojrzalych zarodkéw zygotycznych

utworzyly cztery zestawy roélin (S, S, S°, S*). Podwojone haploidy wyprowadzone poprzez




androgenezg, jak rowniez homozygotyczne rosliny zregenerowane na drodze embriogenezy

somatycznej, nie wykazywaty roznic morfologicznych w stosunku do roslin donorowych.

Regeneranty otrzymane na drodze androgenezy 1 embriogenezy somatycznej
analizowano za pomoca metAFLP, a srednie wyniki dotyczace poszczegdlnych typow
zmiennosci i1 pozostatych charakterystyk metAFLP dla wszystkich regenerantow otrzymanych
z czterech genotypow roslin donorowych przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Srednie ilosciowe wartosci charakterystyk metAFLP dla wszystkich regenerantow

bez podzialu na system regeneracji roslin i genotyp roslin donorowych wraz z odchyleniem
standardowym (%)

Srednie wyniki dla
Typy charakterystyk metody metAFLP ]
regenerantéw (%0)

Zmienno$¢ sekwencyjna (SV) 19,16+5,06
Demetylacja (DMV) 5,48+0,82
Metylacja de novo (DNMV) 4,48+1,26
Calkowita zmienno$¢ indukowana
o 29,12+6,3
w kulturach in vitro (TTCIV)
Globalna genomowa metylacja (GM) 12,14+2,37
Liczba miej trykcji modyfik h pod wpt
iczba rll’.lle_]SC restrykcji modyfikowanych pod wptywem 10,562.32
metylacji (SAM)
Miejsca restrykcji modyfikowane pod wptywem metylacji 4354105
u rosliny donorowej i jej regeneranta (SMS) ’ ’
Niemetylowane miejsca restrykcji
61,12+5,62

u rosliny donorowe;j i jej regeneranta (SNMS)

Analiza wariancji regenerantow otrzymanych na drodze androgenezy i embriogenezy
somatycznej nie ujawnita roéznic migdzy systemami regeneracji ro$lin, jednakze rdznice
miedzy systemami regeneracji roslin obserwowano w obrgbie poszczegdlnych zestawow
roslin (donor-regenerant) i wybranych typow charakterystyk metAFLP (Machczynska i in.
2015).

Analiza wariancji catkowitej zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro ujawnita

wystepowanie roznic pomigdzy zestawami roslin (Machczynska i in. 2015).

Analiza wariancji zestawow z uwzglednieniem poszczegélnych typow charakterystyk
metody metAFLP rowniez wykazala zrdéznicowanie poszczegdlnych zestawdw roslin
(Machczynska i in. 2015).




Analiza wariancji poszczegdlnych typoéw charakterystyk metAFLP ujawnita réznice

miedzy nimi (Machczynska i in. 2015).

Ilosciowa ocena catkowitej metylacji DNA genomu ro$lin donorowych, regenerantow
i ich pierwszego (P'), drugiego (P?) i trzeciego pokolenia generatywnego (P®) wykonana
technika RP-HPLC wykazata demetylacj¢ genomu u regenerantdéw oraz pierwszego
i czeSciowo drugiego pokolenia generatywnego regenerantow. Dopiero od P%P?
obserwowano wzrost poziomu metylowanej cytozyny. Na podstawie analizy wariancji
stwierdzono wptyw genotypu i systemu regeneracji ro$lin na fluktuacje w poziomie globalnej
metylacji DNA (Machczynska i in. 2014b).

Analiza wspdlczynnikdw korelacji Pearsona dotyczaca poréwnania wynikow
genomowej metylacji DNA uzyskanych za pomoca metAFLP oraz analogicznych wynikow
uzyskanych technikg RP-HPLC ujawnita stabg korelacje danych (Machczynska i in. 2015).

WNIOSKI

1. Regeneracja roslin na drodze androgenezy i embriogenezy somatycznej umozliwita
uzyskanie wyréwnanych morfologicznie materialow roslinnych do realizacji badan
prowadzonych w ramach pracy doktorskiej.

2. Opracowanie rozszerzonego modelu teoretycznego metody metAFLP umozliwito
rozdzielenie zmiennosci zlozonej na zmienno$¢ sekwencyjng, demetylacyjna
i metylacje¢ de novo, a tym samym na doktadniejsze szacowanie wymienionych wyzej
zmienno$ci w obrebie badanych materialéw roslinnych.

3. Rozszerzony wariant metody metAFLP umozliwil szczegdtowa charakterystyke
regenerantOw poprzez wprowadzenie dodatkowych charakterystyk jak genomowa
metylacja DNA, miejsca restrykcji modyfikowane pod wptywem metylacji DNA,
miejsca restrykcji modyfikowane pod wptywem metylacji DNA u rosliny donorowe;j
1 jej regeneranta, niemetylowane miejsca restrykcji u rosliny donorowej i jej
regeneranta.

4. Wybrane charakterystyki metAFLP odzwierciedlaja rdézne aspekty zjawisk
zachodzacych podczas regeneracji w kulturach in vitro.

5. Systemy regeneracji ro$lin i genotyp ro$lin donorowych wptywaja na poziom
zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro u pszenzyta.

6. Uzyskane wyniki dotyczace zmiennosci metylacyjnej sugeruja wysoka podatnosc
genomu pszenzyta na stres indukowany podczas regeneracji w kulturach tkankowych,
natomiast obecno$¢ zmiennosci sekwencyjnej moze odzwierciedla¢ aktywacje

elementow mobilnych w kulturach in vitro.
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7. Rezultaty uzyskane z analizy RP-HPLC swiadczg to o tym, ze stres abiotyczny jaki
stwarzaja kultury in vitro uwidaczniajgcy si¢ na poziomie zmian metylacji DNA ma
wplyw na kolejne pokolenia generatywne regenerantow pszenzyta.

8. Zbieznos¢ wynikow uzyskanych z analizy RP-HPLC z wynikami metAFLP $§wiadczy
o tym, ze obie metody opisuja podobne zjawiska zachodzace w kulturach in vitro na
poziomie metylacji DNA.

9. Staba korelacja wynikéw dotyczacych globalnej metylacji DNA analizowanej za
pomocg metAFLP i RP-HPLC $wiadczy o tym, ze metoda metAFLP odzwierciedla
zmiany w okreslonych obszarach genomu i nie identyfikuje calo$ciowych zmian
obserwowanych przy uzyciu metody RP-HPLC.

10. Brak zmian morfologicznych u regenerantdow i ich generatywnego potomstwa
wskazuje, ze identyfikowana za pomoca metAFLP 1 RP-HPLC zmienno$¢
sekwencyjna i metylacyjna nie zaburzala w obserwowalny sposéb prawidtowego

rozwoju i funkcjonowania roslin.

PODSUMOWANIE

Uzyskane dane pokazujg, ze otrzymywanie roslin w kulturach in vitro u pszenzyta
indukuje szereg zmian sekwencyjnych i metylacyjnych u regenerantow, ktére moga wptywaé
na ich kolejne pokolenia generatywne. Nalezy podkresli¢, ze brak silnej korelacji pomigdzy
metAFLP i RP-HPLC wskazuje na to, iz s3 one metodami wzajemnie si¢ uzupetniajgcymi
1 wskazane jest ich roéwnolegle stosowanie, aby lepiej rozumie¢ zachodzace zmiany.
Uzyskane wyniki niosg warto$¢ poznawcza i posrednio moga odzwierciedla¢ niestabilno$é
genomu pszenzyta. Mozna rowniez oczekiwac, ze obserwowany wysoki poziom zmiennosci
U regenerantow oraz oddziatywanie kultur in vitro na pokolenia generatywne ma zwigzek
Z problemami wyrdéwnania niektorych odmian pszenzyta wyprowadzonych z podwojonych

haploidéw nawet po wielu cyklach chowu wsobnego.
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