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CELE

1.

Badanie poziomu zmiennosci indukowanej in vitro oraz dziedziczonej
w cyklu generatywnym bedagcej wynikiem aktywacji elementow
mobilnych (EM);

Okreslenie, jakie nadrodziny EM mogg by¢ aktywne u jeczmienia, jako
rosliny modelowej;

Zbadanie, w jakim stopniu zmiany powodowane migracjg
poszczegolnych elementow mobilnych sg powigzane ze zmianami
metylacji genomowego DNA zachodzgcymi podczas regeneraciji roslin
metoda kultur in vitro;

Wszystkie cele projektu zostaty zrealizowane



MATERIAL | METODY

c St = (/‘,

Wysiew nasion jeczmienia ) Zbior klosow _ Wyktadanie pylnikow i stres
genotypy: 19dh/4, 2dh/8 i 7dh/3 osmotyczny
ROSLINY DONOROWE I

Indukcja I

Regeneracja Ukorzenianie Wysadzenie do
plat i wiader

Doprowadzenie do
dojrzatosci i zbior
nasion z regenerantow
(DH)




MATERIAL | METODY

s Zasoby literaturowe.
Projektowanie starterow-
program CLC Main Workbench
7.6.4;

s Analizy molekularne-technika
Methyl-Sensitive Transposon
Display (MSTD) oparta na
metAFLP; DNA roslin jeczmienia
jarego: 24 donorowych (D), 84
regenerantow (R), 96 potomstwa

(P);

s Uzyte enzymy restrykcyjne
Acc651/Msel i Kpnl/Msel

s Utworzenie matryc ,0-1"

= matryca Acc65l-Msel
zmiennos¢ genetyczna i
metylacyjna (A)

= matryca Kpnl-Msel zmiennos¢
sekwencyjna/genetyczna (K)

= Acc65I-Msel - Kpnl-Msel
Zmiennosc
metylacyjnal/epigenetyczna (M)

Nazwa elementu mobilnego w

genomie (nadrodzina/superfamily)

Ty1-copia (Autonomiczne LTR
retrotranspozony)

Nazwa startera

BARE-1-5980

BARE-1-C0700

Ty3-gypsy (Autonomiczne LTR
retrotranspozony)

BAGY-1-C2043

BAGY-1-C0651

Sabrina-C0945

LARD (Nieautonomiczne LTR-
retrotranspozony)

Sukkula E0228

(LArge Retrotransposon Derivative) Sukkula 91673
TRIM (Nieautonomiczne LTR- CAS AY16F
retrotranspozony) CAS AY16R
(small non-autonomous Long Terminal
Repeat Retrotransposons / Terminal | CAS 978
Repeat Retrotransposons In Miniature) | ~ag g79
Balduin
CASP-124R
CACTA (DNA Transpozony)
CASP-1F
CASP-1R




WYNIKI RP-HPLC dla roslin donorowych, regenerantéow i generatywnego
potomstwa regenerantéw jeczmienia

Poziom globalnej metylacji DNA (%)
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Poziom globalnej metylacji DNA dla roslin donorowych (D), regenerantow (R) oraz
potomstwa generatywnego regenerantéw (P). Wartosci srednie na wykresie
oznaczone tg samg literg réznig sie istotnie (F=73,264; p=0,0001, a=0,05);
grupowanie wykonane testem Tukeya.
Obserwowano wzrost globalnej metylacji miedzy roslinami donorowymi a

regenerantami, a nastepnie nieznaczny spadek metylacji genomu po przejsciu
roslin przez cykl generatywny.



WYNIKI-rosliny donorowe jeczmienia

Charakterystyka molekularna

System markerowy

roslin donorowych metAFLP | MSTD
Liczba uzytych starterow 7 20
Liczba fragmentéw DNA 209 1233
Srednia ilo$é fragmentéw DNA

. 30 62

na pare starterow
Polimorficzne markery w
Kpn/Msel (zmiennos¢ 9,57% 66,74%
sekwencyjna/genetyczna)
Polimorficzne markery w
Acc651/Msel — Kpnl/Msel 15.31% 82.50%

(zmiennos¢
metylacyjna/epigenetyczna)

e Poziom zmiennosci oszacowany technikg
metAFLP dla roslin donorowych stanowit
informacje o tle genetycznym wybranych roslin;

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Polimorfizm (%)

e Zmiany metylacyjne odnoszgce sie do badanych

rodzin elementéw mobilnych byty wyzsze niz
zmiany dotyczgce sekwencji DNA;

e W oparciu o dane dotyczgce analizy MSTD
wykonanej na DNA ros$lin wybrano materiat roslinny

do dalszych badan;

mK =M

Ty1-copia Ty3-gypsy LARD CACTA TRIM

Rodziny elementéw mobilnych

Poziom polimorfizmu dla 24 roslin donorowych
jeczmienia na podstawie analizy MSTD
wykorzystujgcej selektywne startery ukierunkowane
na rodziny elementow mobilnych. K dane
sekwencyjne z matrycy Kpnl/Msel, M dane
metylacyjne odczytane z matrycy Acc65l/Msel-
Kpnl/Msel.



WY NIKI-regeneranty jeczmienia

Charakterystyka molekularna

System markerowy

generatywnego potomstwa
regenerantow MSTD

Liczba uzytych starterow 10
Liczba fragmentéw DNA 384
Srednia ilo$é fragmentéw DNA 38
na pare starteréw
40 39,00 a
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30 indukowana in vitro
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Ty1/Copia Ty3/Gypsy LARD CACTA  TRIM

Rodziny elementéw mobilnych

Srednie wartosci zmiennosci indukowanej in vitro
(TCIV) dla poszczegdlnych rodzin elementéw
mobilnych. Wartosci srednie na wykresie oznaczone
tg samg literg rdoznig sie istotnie (F=340,5835;
p=0,0001, a=0,05); grupowanie wykonane testem
Tukeya.

k

Bazujgc na danych molekularnych MSTD okreslono
Sredni catkowity poziomu zmiennosci indukowanej w
ulturze in vitro (TCIV), ktory wynosit 17,84%.

Charakterystyki MSTD

m SV-zmiennos$é

18 8.79 a sekwencyjna
DMV-demetylacja
8
g Z DNMV-de novo metylacja
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Srednie wartosci charakterystyk MSTD dla wszystkich
analizowanych rodzin elementow mobilnych u
regenerantow jeczmienia. Wartosci Srednie na wykresie
oznaczone tg samg literg roznig sie istotnie
(F=499,745; p=0,0001, a=0,05); grupowanie wykonane
testem Tukeya.

« Badane rodziny elementow mobilnych réznity sie
miedzy sobg w ramach catkowitej zmiennosci
indukowanej in vitro, rodzina CACTA wykzywata
najwyzszy poziom polimorfizmu.



WYNIKI-potomstwo generatywne regenerantow jeczmienia

Charakterystyka molekularna System markerowy 2
roslin donorowych MSTD 50

Liczba uzytych starteréw 10 45

Polimorfizm (%)

K =M
Liczba fragmentéw DNA 276 <A
Srednia ilo$é fragmentéw DNA e
. 27
na pare starterow 30
Genot K M 5 2
eno
yp E 2
D68 30,80% 42,75% 15
D69 26,45% 36,96% 10
D70 28,62% 42,39% 5
o T T T T

D72 0 0
24,25% 39,13% Ty1-copia Ty3-gypsy LARD CACTA TRIM

Poziom polimorfizmu (%P) dla danych MSTD uzyskanych Rodziny elementéw mobilnych

dla generatywnego potomstwa regenerantéw pochodzgcego

z réznych genotypow (D68-D69). K-dane dotyczace ; ) :

zmiennosci sekwencyjnej uzyskane z matrycy Kpnl/Msel. M- Poziom polimorfizmu dla generatywnego potomstwa

dane dotyczace zmian w metylacji DNA odczytane z matryc regenerantow uzyskanych na drodze androgenezy
Acc65l/Msel-Kpnl/Msel. na podstawie wynikobw MSTD z wykorzystaniem

selektywnych  starterbw  ukierunkowanych na
rodziny elementow mobilnych. K-dane dotyczace
zmiennosci sekwencyjnej uzyskane z matrycy
Kpnl/Msel. M-dane dotyczgce zmian w metylaciji
DNA odczytane z matryc Acc651/Msel-Kpnl/Msel.

Obserwowano roznice miedzy generatywnym
potomstwem regenerantow uzyskanych z réznych
roslin donorowych.

Wytypowane do analizy MSTD rodziny elementow
mobilnych generowaty rézny poziom zmian w
sekwencji i metylacji DNA.



Osiggniecia projektu (podsumowania/wnioski)

Wybrana metoda pozyskiwania podwojonych haploidow (androgeneza w kulturach pylnikowych)
pozwolita uzyska¢ rosliny donorowe a nastepnie regeneranty oraz generatywne potomstwo
regenerantow do dalszych analiz.

Na podstawie danych literaturowych zaprojektowano startery do techniki MSTD oraz oceniono ich
przydatno$¢ do szacowania poziomu polimorfizmu wsrdéd roslin jeczmienia. Zaproponowana metoda
okazata sie skuteczna do badan.

Wykonana w temacie badawczym analiza RP-HPLC okreSlita poziom globalnej metylacji DNA dla
wszystkich badanych roslin. Obserwowano wzrost globalnej metylacji miedzy roslinami donorowymi a
regenerantami, a nastepnie nieznaczny spadek metylacji genomu po przejsciu roslin przez cykl
generatywny.

Poziom zmiennosci oszacowany technikg metAFLP dla roslin donorowych stanowit informacje o tle
genetycznym wybranych roslin;

Obserwowano réznice w poziomie zmiennosci miedzy regenerantami oraz generatywnym potomstwem
regenerantdéw uzyskanych z réznych roslin donorowych (efekt genotypu).

Wytypowane do analizy MSTD rodziny elementow mobilnych generowaty rézny poziom zmian w
sekwencji i metylacji DNA.

Poziom zmiennosci genetycznej oraz zmian wzoréw metylacji DNA u potomstwa generatywnego
regenerantow uzyskanych na drodze androgenezy pokazuje, ze wyprowadzanie regenerantow tymi
metodami jest obcigzone wysokim stopniem zmiennosci, zmiennos¢ ta jest transmitowana do potomstwa
generatywnego regenerantow.

Wyprowadzenie wyrownanego materiatu genetycznego metodami kultur in vitro moze wymagac kilku
cykli generatywnych stabilizujgcych rozne typy zmiennosci. Liczba takich cykli nie jest $Scisle
zdefiniowana i prawdopodobnie zalezy od genotypu.

Badanie podstaw biologicznych zjawiska oraz mozliwosci wptywania na poziom zmiennosci majg
znaczenie zaréwno badawcze jak i praktyczne.
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