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Cel tematu badawczego 1
Zliczanie autoradiogramów, przygotowanie matryc zerojedynkowych i określenie poziomu zmian genetycznych oraz metylacyjnych dla DNA regenerantów jęczmienia.
Materiały i metody temat badawczy 1
Policzono wszystkie uzyskane fragmenty DNA dla regenerantów jęczmienia (genotyp 2dh/8) otrzymane w wyniku analizy techniką MSTD w 2018r. Oszacowano poziom polimorfizmu (P%) w badanym materiale roślinnym wykorzystują program GeneAlex oraz wykonano analizę skupień (AHC) dla danych odzwierciedlających zmiany sekwencyjne oraz metylacyjne w DNA (użyty program XlStat). Z policzonych prążków DNA utworzono matryce zerojedynkowe dla DNA ciętego enzymami Acc65I/MseI oraz KpnI/MseI. Uzyskano16 kodów czterocyfrowych od 0000 do 1111, gdzie każdy kod odzwierciedla określoną charakterystykę zmian zachodzących w kulturach in vitro na poziomie DNA. Na podstawie kodów zerojedynkowych możliwe było ilościowe szacowanie poszczególnych typów zdarzeń: TTCIV - całkowita zmienność indukowana w kulturach in vitro (SV+DMV+DNMV), SV - zmienność sekwencyjna, DMV – demetylacja, DNMV - metylacja de novo. Określono także zmianę metylacji dMET jako różnicę metylacji de novo i demetylacji genomu: dMET = metylacja de novo – demetylacja. W oparciu o uzyskane wyniki uzyskane dla różnych charakterystyk metAFLP przeprowadzono analizę wariancji (ANOVA) wraz z grupowaniem średnich za pomocą testu Tukeya, przy założonym poziomie istotności α=0,05.

Wyniki temat badawczy 1

Wykonano rozdziały MSTD dla 80 regenerantów jęczmienia, oraz dla odpowiadających im roślin donorowych (4 rośliny). Rozdziały wykonano w dwóch układach enzymów restrykcyjnych – Acc65I/MseI i KpnI/MseI wykorzystując 10 par selektywnych starterów. Amplifikowano w sumie 384 fragmentów DNA (od 24 do 68) w obydwu układach enzymów restrykcyjnych, średnio każda para starterów powielała 38 fragmentów. Dla układu enzymów restrykcyjnych KpnI/MseI uzyskano 209 polimorficznych fragmentów DNA odpowiadających zmianom w sekwencji DNA, zaś dla Acc65I/MseI – 211, te dane odzwierciedlają zarówno zmiany w sekwencji jak i metylacji DNA. Różnice wynikające z zestawienie ze sobą profili uzyskiwanych dla KpnI/MseI i Acc65I/MseI skutkowały wyekstrahowaniem informacji dotyczących tylko zmian w metylacji DNA. Takich fragmentów DNA identyfikowano – 258. Poziom polimorfizmu określony jako procent polimorficznych loci (%P) w oparciu o uzyskane wzory prążkowe wynosił 27,02% dla zmian sekwencyjnych oraz 41,34% dla zmian w metylacji DNA. Analogiczne dane dla roślin donorowych użytych w tej analizie wynosiły odpowiednio: 26,04% dane sekwencyjne i 42,19% dane dotyczące metylacji DNA.
Analiza skupień oparta na danych molekularnych odnoszących się zarówno do zmian sekwencyjnych jak i metylacyjnych wykazała grupowanie się danych ze względu na pochodzenia regenerantów (skupianie się regenerantów pochodzących od jednej rośliny donorowej). Zaobserwowano, że rośliny donorowe JDH70 i JDH72 tworzą jedną grupę, która łączy się z regenerantami pochodzącymi z tych roślin, natomiast rośliny donorowe JDH68 i JDH69 nie tworzą wspólnej grupy są zaś zgrupowane ze swoimi regenerantami. Taki sposób grupowania występuje zarówno wśród danych sekwencyjnych jak i metylacyjnych. Dane sekwencyjne charakteryzują się niższym poziomem zmienności niż dane odnoszące się do zmian w metylacji DNA.

Bazując na danych molekularnych określono całkowity poziomu zmienności indukowanej w kulturze in vitro (TTCIV), który wynosił 17,84%. ANOVA wykazała istotne różnice (F=499,745, p=0,0001) między poszczególnymi charakterystykami metAFLP bez dzielenia danych według testowanych rodzin elementów mobilnych: SV=8,79%; DMV=2,17%; DNMV=1,98%; dMET=-0,19%. Analiza danych uwzględniająca wybrane do doświadczenia rodziny elementów mobilnych wykazała istotne różnice (F=340,583, p=0,0001) między poszczególnymi rodzinami elementów mobilnych w ramach całkowitej zmienności indukowanej in vitro (TTCIV): CACTA=39%; LARD=13,63%; TRIM=22,15%; Copia=10,65%; Gypsy=11,94%
ANOVA wykonana dla danych odnoszących się do wybranych zestawów regenerantów pochodzących z czterech roślin donorowych (D68, D69, 70, D72) wykazała różnice między zestawami regenerantów (F=165,475; p=0,0001): D68=17,20%; D69=11,95%; D70=21,10%; D72=21,10%.
Podsumowanie temat badawczy 1

· metoda MSTD oparta na założeniach techniki metAFLP pozwoliła oszacować zmiany genetyczne i epigenetyczne dla badanych regenerantów związane z obecnością różnych elementów mobilnych w genomie.

· Badane rodziny elementów mobilnych różniły się między sobą w ramach całkowitej zmienności indukowanej in vitro, rodzina CACTA wykzywała najwyższy poziom polimorfizm.

· Zmiany sekwencyjne były zdecydowanie wyższe niż zmienność związana z metylacją DNA.
Cel tematu badawczego 2

Uzyskanie genomowego DNA z potomstwa generatywnego regenerantów jęczmienia do analiz technikami RP-HPLC oraz MSTD.

Materiały i metody temat badawczy 2

Izolację DNA przeprowadzono z 90 roślin potomnych regenerantów jęczmienia genotypu 2dh/8 uzyskanych w ubiegłym roku badań. Z roślin tych zebrane liście, następnie materiał roślinny zabezpieczono i przechowano do izolacji DNA poprzez zamrożenie. Pozyskiwanie DNA odbyło się w dwukrotnym powtórzeniu (2 x 90 roślin). DNA pozyskano po rozdrobnieniu zamrożonego materiału roślinnego w ciekłym azocie, za pomocą zestawu do izolacji DNA firmy Qiagen. Ilość DNA oszacowano spektrofotometrycznie (NanoDrop). Czystość oraz integralność preparatów DNA zweryfikowano elektroforetycznie w 1,4% żelu agarozowym.

Wyniki temat badawczy 2

Pozyskano DNA z 90 roślin potomnych regenerantów jęczmienia genotypu 2dh/8. Jakość DNA wyizolowanego z liści sprawdzono w żelu agarozowym. Uzyskując preparaty DNA o odpowiedniej czystości i integralności do dalszych prac badawczych.
Podsumowanie temat badawczy 2

· Podjęte prace pozwoliły na przygotowanie preparatów DNA z potomstwa generatywnego regenerantów jęczmienia do analiz molekularnych.

Cel tematu badawczego 3
Oszacowanie poziomu globalnej metylacji DNA dla 90 roślin potomnych regenerantów jęczmienia przy użyciu techniki RP-HPLC.
Materiały i metody temat badawczy 3

Analizy techniką RP-HPLC wykonano na DNA potomstwa generatywnego regenerantów jęczmienia jarego genotypu 2dh/8 wyizolowanym w poprzednim temacie badawczym. Analizie techniką RP-HPLC poddano 90 roślin w trzykrotnym powtórzeniu. Oznaczenia nukleozydów zostały wykonane przy użyciu chromatografu cieczowego 625 LC System (firma Waters USA). W temacie zastosowano procedurę RP-HPLC opartą na pracach Johnstona i współpracowników (2005) oraz Havliša i Trbuška (2002). Za pomocą oprogramowania Millennium 32 v. 4.0 dostarczonego wraz z chromatografem określono procentowy udział 5mdC w analizowanych preparatach.

Wyniki temat badawczy 3

Zbadano poziom globalnej metylacji DNA u roślin będących generatywnym potomstwem regenerantow uzyskanych na drodze androgenezy. W analizie wykorzystano 90 roślin wyprowadzonych z regenerantów pochodzących z czterech różnych roślin donorowych (D68, D69, D70, D72). Analiza całkowitej metylacji cytydyny (5mdC) genomowego DNA wykonana metodą RP-HPLC wykazała, że średnio 20,57% (±1,19) cytydyny uległo metylacji. Wartości dla poszczególnych zestawów potomstwa regenerantów wyprowadzonych z 4 różnych roślin donorowych wynoszą: JPP68=20,81%, JPP69=20,95%, JPP70=20,49%, JPP72=20,08%, różnice między zestawami były istotne (F=7,10, p=0,000).
Porównanie wyników globalnej metylacji dla badanych roślin jęczmienia uzyskanych w latach poprzednich (Sprawozdanie 2016, 2018) z obecnie uzyskanymi danymi wykazało istotne zróżnicowanie (F=73,264, p=0,0001) między danymi dla roślin donorowych (20,15%), regenerantów (21,31%) i generatywnego potomstwa regenerantów (20,57%).
Podsumowanie temat badawczy 3
· Wykonana w temacie badawczym analiza RP-HPLC określiła poziom globalnej metylacji DNA dla 90 roślin będących generatywnym potomstwem regenerantów jęczmienia.

· Obserwowano zróżnicowanie w poziomie globalnej metylacji DNA między zestawami generatywnego potomstwa regenerantów.

Cel tematu badawczego 4
Przygotowanie preparatów DNA z potomstwa generatywnego regenerantów do analiz techniką MSTD oraz wstępne sprawdzenie preparatów.

Materiały i metody temat badawczy 4

Wyizolowany we wcześniejszym temacie badawczym DNA potomstwa regenerantów jęczmienia został przygotowany do analiz techniką MSTD. Wykonano: trawienie DNA, ligację adaptorów oraz wstępną reakcję PCR a następnie sprawdzo uzyskane preperaty DNA wykonując analizy techniką MSTD z dwoma parami starterów selektywnych: BARE-1-5980/CpG-GCA i BAGY-1-C2043/CpXpG-AGA. Utworzenie matryc zerojedynkowych oraz analiza wzorów prążkowych zostanie wykonana w przyszłym roku.

Wyniki temat badawczy 4

Pozyskany DNA przygotowano odpowiednio do analiz techniką MSTD. Wstępna faza analiz molekularnych obejmowała rozdziały elektroforetyczne preparatów DNA z dwoma parami selektywnych starterów do reakcji PCR: BARE-1-5980/CpG-GCA oraz BAGY-1-C2043/CpXPG-AGA. W sumie amplifikowano 60 fragmentów DNA dla badanych par starterów. Analiza danych będzie możliwa po wykonaniu całości tematu badawczego w przyszłym roku, gdy analizy zostaną rozszerzone o kilka kolejnych par starterów.
Podsumowanie temat badawczy 4

· Wstępne analizy molekularne uzyskanych preparatów DNA w oparciu o profile prążków DNA, pozwoliły na sprawdzenie jakości uzyskiwanych profili DNA w technice MSTD.

· Wytypowano pary selektywnych starterów do analiz przewidzianych w kolejnym roku realizacji tematu.
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