INSTYTUT HODOWLI 1 AKLIMATYZACJI ROSLIN
- PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY
W RADZIKOWIE

SANDRA CICHORZ

Autoreferat rozprawy doktorskiej pt.:

Charakterystyka cytogenetyczna i molekularna wybranych gatunkow

z rodzaju Miscanthus Anderss.

Praca doktorska wykonana
w Zaktadzie Genetyki i Hodowli Roslin Korzeniowych
IHAR-PIB, Oddziat w Bydgoszczy

Promotor:
dr hab. Maria Goska prof. nadzw. IHAR-PIB

Recenzenci:

prof. dr hab. Anna Mikuta

Polska Akademia Nauk Ogrod Botaniczny —

Centrum Zachowania R6znorodnosci Biologicznej w Powsinie

prof. dr hab. Rafal Baranski

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona KoHataja w Krakowie
Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa

Instytut Biologii Roslin i Biotechnologii

Radzikow, 2018



WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIACYCH ROZPRAWE DOKTORSKA

1. Cichorz Sandra, Goska Maria, Litwiniec Anna (2014) Miscanthus: Genetic
Diversity and Genotype Identification Using ISSR and RAPD Markers.
Molecular Biotechnology 56: 911-924. doi: 10.1007/s12033-014-9770-0

2. Cichorz Sandra, Goska Maria, Rewers Monika (2015) Miscanthus: Inter- and
Intraspecific Genome Size Variation Among M. x Giganteus, M. Sinensis,

M. Sacchariflorus Accessions. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica

57:104-113. doi: 10.1515/abcsb-2015-0013

3. Cichorz Sandra, Goska Maria, Mankowski Dariusz R. (2018) Miscanthus
x giganteus: regeneration system with assessment of genetic and epigenetic
stability in long-term in vitro culture. Industrial Crops and Products 116: 150-

161. doi: 10.1016/j.indcrop.2018.02.055

WPROWADZENIE

W ciggu ostatnich dwudziestu lat wieloletnie trawy z rodzaju Miscanthus
Anderss. dotaczyly do §wiatowej czotdwki roslin uprawianych na cele energetyczne.
Naturalng strefa wystgpowania powyzszego rodzaju sa subtropikalne, tropikalne
1 umiarkowane obszary Azji Poludniowo-Wschodniej oraz Wysp Pacyfiku.
U omawianych roslin wystepuje fotosynteza typu Cs, co skutkuje wysoka wydajnoscia
asymilacji CO2 (Jezowski 1999, Clifton-Brown i in. 2008, Clark i in. 2014, Igbal
1 Lewandowski 2016, Clifton-Brown 1 in. 2017). Nawet w warunkach niskich
temperatur pewne genotypy zachowuja wysoka efektywnos$¢ fotosyntezy (Glowacka
1 in. 2015). Uznaje si¢, ze najwyzszy potencjat do produkcji biomasy posiadaja trzy
gatunki, w tym: miskant chinski (M. sinensis), cukrowy (M. sacchariflorus) oraz
olbrzymi (M. x giganteus). Przy czym ostatni z wyzej wymienionych — miskant
olbrzymi (2n = 3x = 57), jako triploidalny mieszaniec mi¢dzygatunkowy, powstaly
w wyniku naturalnego krzyzowania diploidalnego miskanta chinskiego (2n = 2x = 38)
z allotetraploidalnym miskantem cukrowym (2n = 4x = 76), wykazuje najwyzszy

2



potencjat plonotworczy, co jest efektem heterozji (Clifton-Brown i in. 2008, Nishiwaki
1 in. 2011, Sacks i1 in. 2013). Z uwagi na zaburzenie rOwnowagi genomowej oraz
zaktocenie prawidtowego rozwoju gametofitu zenskiego i meskiego, na komercyjng
skale miskant olbrzymi rozmnazany jest wylacznie wegetatywnie. Wptynelo to na
znaczne zawe¢zenie puli genetycznej powyzszego gatunku (Linde-Laursen 1993,
Lafferty i Lelley 1994, Clifton-Brown i in. 2008, Stomka i in. 2012, Tamura i in. 2016).
Jednym z rozwigzan majacych na celu zwigkszenie zrdznicowania genetycznego
omawianych traw jest kolekcja i charakterystyka nowych genotypow pozyskanych ze
srodowiska naturalnego (Tamura i in. 2016). Natomiast nie ma pewnosci, ze obiekty
pochodzace z ekspedycji beda przystosowane do warunkow klimatu umiarkowanego.
Inne mozliwosci upatruje si¢ w resyntezie mieszancoOw o ulepszonych cechach
jakosciowych poprzez dobdr wyselekcjonowanych komponentow rodzicielskich.
Sprzyja temu rowniez zdolno$¢ do krzyzowania w obrgbie powyzszych gatunkéw
(Deuter 1 Jezowski 1998). Jednakze prowadzone prace hodowlane majace na celu
poszerzenie puli genetycznej sg na wczesnym etapie rozwoju i jak dotad nie przyniosty
oczekiwanych rezultatow (Clifton-Brown 1 in. 2008). Z uwagi na brak informacji
dotyczacych przynalezno$ci gatunkowej, doktadnego pochodzenia oraz charakterystyki
zréznicowania genetycznego gatunkéw z rodzaju Miscanthus dostgpnych na polskim
rynku, istotnego znaczenia nabiera identyfikacja i klasyfikacja materiatu roslinnego.
Dodatkowo, kluczowym etapem dla wuzyskania wartoSciowego materialu
rozmnozeniowego jest opracowanie wydajnej metody produkcji mikrosadzonek

z potwierdzong stabilno$cig genetyczng i epigenetyczna.

CEL BADAN

Hipoteza naukowa

1. Istnieje przypuszczenie, iz dostgpna pula genetyczna miskanta olbrzymiego jest
zawezona.

2. Miskant olbrzymi moze efektywnie regenerowa¢ w kulturach in vitro, wykazujac
stabilno§¢  genetyczng 1 epigenetyczng  podczas  dilugoterminowego
przechowywania.

3. Odmiany miskanta chinskiego moga wykazywac istotne zréznicowanie genetyczne.
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Cel badan

Cytogenetyczna 1 molekularna charakterystyka zréznicowania genetycznego
w obrebie trzech gatunkéw z rodzaju Miscanthus: M. x giganteus, M. sinensis oraz
M. sacchariflorus. Ocena zdolno$ci regeneracyjnych oraz stabilnosci genetycznej
1 epigenetycznej miskanta olbrzymiego podczas dhugoterminowego rozmnazania

w warunkach kultur in vitro.

Cele szczegotowe

1. Opracowanie metod identyfikacji oraz oceny zrdéznicowania genetycznego
ekotypoéw, klonow, odmian i1 gatunkéw rodzaju Miscanthus z wykorzystaniem
markeréw molekularnych ISSR oraz RAPD;

2. Analiza migdzygatunkowego i wewnatrzgatunkowego zréznicowania wielkos$ci
genomu miskanta z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej;

3. Weryfikacja przydatnosci metody pomiaru dtugosci aparatow szparkowych do
oceny stopnia ploidalno$ci miskanta;

4. Opracowanie efektywnego systemu rozmnazania miskanta olbrzymiego
w kulturach in vitro poprzez weryfikacje wlasciwego skladu pozywki
1 warunkoéw prowadzenia kultury;

5. Ocena stabilnosci genetycznej 1 epigenetycznej miskanta olbrzymiego
utrzymywanego dtugoterminowo w warunkach kultur in vitro za pomoca

markerow molekularnych ISSR, RAPD oraz MS-ISSR.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy w publikacji nr 1 i nr 2 stanowita kolekcja polowa IHAR-
PIB Oddziat w Bydgoszczy ztozona z 18 genotypow rodzaju Miscanthus, obejmujacych
trzy gatunki: M. x giganteus, M. sacchariflorus oraz M. sinensis (Cichorz i in. 2014,
2015). Natomiast do opracowania wydajnej metody mikrorozmnazania in vitro
w publikacji nr 3 uzyto 2385 niedojrzatych kwiatostanow M. X giganteus (klon
niemiecki) wylozonych na pozywki indukcyjne. Za§ zmienno$¢ w dlugoterminowych
kulturach in vitro oceniono z wykorzystaniem 4 roslin rodzicielskich (pi¢cioletnie
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poletko doswiadczalne IHAR-PIB) oraz 16 ros§lin M. x giganteus (klon niemiecki)
utrzymywanych w kulturach in vitro odpowiednio od 2008, 2009, 2013, 2014 roku
(Cichorz i in. 2018).

Metody badawcze w prezentowanych publikacjach obejmowaty:
1. Analize molekularng kolekcji polowej
1.1 Izolacje DNA
1.2 ISSR PCR
1.3 RAPD PCR
2. Analizy cytogenetyczne kolekcji polowej
2.1 Oceng stopnia ploidalnosci za pomocq cytometrii przeplywowej
2.2 Oznaczenie wielkoSci genomu za pomocq cytometrii przeplywowej
2.3 Pomiar dtugosci aparatow szparkowych
2.4 Okreslenie liczby chromosomow
3. Optymalizacje systemu regeneracji in vitro M. x giganteus
3.1 Indukcje kalusa
3.2 Rozmnazanie i regeneracje pedow
3.3 Ukorzenianie i regeneracje roslin
3.4 Aklimatyzacje roslin
4. Analize stabilnosci genetycznej i epigenetycznej M. x giganteus w kulturach in vitro
oraz klonowanie, sekwencjonowanie i kontrole produktow MS-ISSR ulegajgcych
metylacji

5. Analizy statystyczne

WYNIKI

W publikacji nr 1 opracowano wiarygodne i powtarzalne profile DNA
pozwalajace na identyfikacje osobnicza 1 gatunkowg miskanta. Ponadto
przeprowadzono ocen¢ zrdéznicowania klonow, ekotypoéw oraz odmian trzech gatunkéw
rodzaju Miscanthus: M. % giganteus (4 klony), M. sinensis (12 odmian) oraz
M. sacchariflorus (2 ekotypy) z zastosowaniem markerow molekularnych ISSR
1 RAPD. Okreslono rowniez stopien ploidalnosci poszczegdlnych osobnikéw za

pomoca cytometrii przeptywowe;.



W  wyniku przeprowadzonych reakcji ISSR-PCR z wykorzystaniem
15 najbardziej polimorficznych starterow otrzymano lacznie 443 produkty, z czego
435 (98%) bylo polimorficznych. Liczba prazkéw generowanych przez jeden starter
wynosita od 12 do 40, zas ich wielko$¢ zawierata si¢ w przedziale od 23 do 3365 pz.
Najbardziej przydatne do fingerprintingu osobnikow miskanta okazaty si¢ startery:
ISSR1, ISSR2, ISSR3. Dla poréwnania w analizach RAPD-PCR najwyzszy
polimorfizm wykazaty startery: RAPDI, RAPD2, RAPD3, RAPD4. Drugi system
markerow generowal od 6 do 29 prazkéw, co tacznie wyniosto 155 produktow, z czego
145 (94%) stanowity prazki polimorficzne w obrgbie wszystkich genotypow, za$
wielko$¢ produktow miescita si¢ w zakresie od 138 do 1613 pz.

Obydwa systemy markeréw molekularnych pozwolity na identyfikacje
osobniczg miskanta. Do tego celu wystarczyto uzycie jednego startera ISSR (ISSR1)
lub trzech starterow RAPD (RAPDI, RAPD2, RAPD4). Ponadto zastosowanie
powyzszych metod zweryfikowato klasyfikacje genotypu blednie oznaczonego jako
M. floridulus, ktory prawidlowo przyporzadkowano do gatunku M. x giganteus. Dla
kazdego z osobnikéw miskanta olbrzymiego wytypowano unikalne produkty: jeden dla
klonu niemieckiego, dwa dla klonu kanadyjskiego i1 angielskiego oraz pi¢¢ dla klonu
kwiecistego.

W wyniku przeprowadzonych reakcji wytypowano produkty umozliwiajgce
identyfikacj¢ gatunkowsg. racznie uzyskano 7 prazkéow (4 ISSR oraz 3 RAPD)
wystepujacych wylacznie u wszystkich osobnikéw miskanta olbrzymiego, za$
nieobecnych u pozostatych genotypow, 1 produkt (ISSR) charakterystyczny dla
miskanta chinskiego oraz 8 (5 ISSR 1 3 RAPD) typowych dla miskanta cukrowego.

Warto$¢ wspotczynnika podobienstwa genetycznego wyznaczona na podstawie
obydwu systeméw markerdéw tacznie w przypadku M. x giganteus wyniosta 0,94. Nieco
nizsza warto$§¢ wykazaly genotypy M. sacchariflorus — 0,82, za$ najnizsza oszacowano
dla odmian M. sinensis — 0,61. Wartos¢ wspotczynnika podobienstwa genetycznego
btednie oznaczonego genotypu M. floridulus byta najwyzsza w odniesieniu do gatunku
M. x giganteus 1 wyniosta 0,74. Powyzsze wyniki miatly swoje potwierdzenie
w dendrogramach oraz na wykresie analizy PCoA, na podstawie ktéorych mozna
stwierdzi¢, ze wszystkie badane osobniki zostaly pogrupowane w trzy gléwne
skupienia, zgodnie z przynalezno$cig gatunkowa, z wyjatkiem M. floridulus, ktory
wystepowat w tym samym skupieniu co M. x giganteus. W obrebie gatunku miskanta
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olbrzymiego najbardziej zblizone genetycznie byly klony niemiecki i kanadyjski. Klon
angielski roznit si¢ znikomo, za$ najbardziej oddalony okazat si¢ klon kwiecisty.
Ponadto analiza skupien wykazata, ze miskant olbrzymi byl bardziej zblizony
do miskanta cukrowego niz chinskiego.

Na podstawie analiz cytometrycznych stwierdzono, zZe osobniki miskanta
olbrzymiego oraz odmiana 'Goliath' miskanta chinskiego byly triploidami, natomiast

pozostate genotypy byty diploidalne.

W  publikacji nr 2 oceniono mig¢dzygatunkowe 1 wewnatrzgatunkowe
zréznicowanie zawarto$ci jadrowego DNA u trzech gatunkoéw miskanta: M. x giganteus
(4 klony), M. sinensis (12 odmian) oraz M. sacchariflorus (2 ekotypy)
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Zweryfikowano wykorzystanie
powyzszego parametru do identyfikacji gatunkowej poszczegdlnych osobnikow. Na
podstawie oszacowanej wielkosci genomu monoploidalnego (1Cx) analizowanych
genotypow  okreslono mozliwos¢ wytypowania potencjalnych komponentow
rodzicielskich z rodzaju Miscanthus uzytych do krzyzowan. Oceniono przydatnosé¢
pomiaru dlugosci aparatow szparkowych do precyzyjnego wyznaczenia stopnia
ploidalnosci roslin miskanta, ktéra zostala potwierdzona oznaczeniem liczby
chromosomow.

Dla wszystkich analizowanych osobnikow zawarto§¢ 2C DNA zawierala si¢
w przedziale od 4,58 pg do 8,34 pg i umozliwila weryfikacj¢ ich przynaleznosci
gatunkowej. Najwyzsza wielko$¢ genomu byla obserwowana u triploidalnego miskanta
chinskiego odmiany 'Goliath' (8,34 pg; 2n = 3x = 57), ktéry przypuszczalnie powstat
w wyniku skrzyzowania diploidalnego 1 tetraploidalnego miskanta chinskiego.
W przypadku triploidalnych genotypéw miskanta olbrzymiego (2n = 3x = 57)
(najprawdopodobniej krzyzowka diploidalnego miskanta chinskiego z tetraploidalnym
miskantem cukrowym) $rednia zawarto$¢ jadrowego DNA wyniosta 7,43 pg i istotnie
roznita si¢ od odmiany 'Goliath', co dodatkowo potwierdzito przypuszczenie
o odmiennej kompozycji rodzicielskiej tych mieszancéw. Posrednie wartosci uzyskano
dla diploidalnych miskantow chinskich (5,52-5,72 pg; 2n = 2x = 38), za$ istotnie nizsze
warto$ci obserwowano u diploidalnych ekotypow miskanta cukrowego (4,58 1 4,59 pg;
2n = 2x = 38). Przeprowadzone analizy potwierdzity, ze roznice w zawartosci 2C DNA,
a takze wielko$ci genomu monoploidalnego (1Cx) migdzy trzema gatunkami miskanta
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sa istotne statystycznie (P < 0,01). Natomiast istotne zréznicowanie
wewnatrzgatunkowe zaobserwowano wylacznie w obrgbie miskanta chinskiego.
Odmiany o najwigkszym genomie: 'Sirene', 'Graziella' oraz 'Variegatus' (5,72 £+ 0,04 pg)
miaty o okoto 4% wyzsza zawarto§¢ 2C DNA niz odmiana o najmniejszym genomie
(‘Malepartus' — 5,52 £ 0,01 pg).

Analiza wariancji dlugo$ci aparatoéw szparkowych wykazala istotne roznice
pomigdzy poszczegdlnymi osobnikami, za$ $rednie wartosci w obrebie gatunku
miskanta olbrzymiego, chinskiego oraz cukrowego wyniosty odpowiednio: 30,88 um,
27,10 pm, 25,05 pm. Najdluzsze aparaty szparkowe zaobserwowano u miskanta
chinskiego 'Goliath' (33,62 um), a najkrétsze u 'Gracillimus' (23,57 um). Korelacja
pomiedzy dtugoscig aparatéw szparkowych, stopniem ploidalnosci oraz zawartoscig 2C
DNA okazata si¢ silna, za$ korelacja dla zawartosci 2C DNA, stopnia ploidalnosci oraz
liczby chromosoméw okazata si¢ bardzo silna. Biorac pod uwage brak istotnych réznic
pomigdzy dlugoscig aparatow szparkowych triploidalnych genotypéw miskanta
olbrzymiego: 'Great Britain' (Srednio 30,70 um) oraz 'Canada' (Srednio 29,67 pm),
a diploidalnym miskantem chinskim 'Graziella' (Srednio 29,96 um) oznaczenie stopnia
ploidalno$ci na podstawie dtugosci aparatow szparkowych bywa nieprecyzyjne i moze

prowadzi¢ do btednych wnioskow.

W publikacji nr 3 opracowano efektywny system mikropropagacji miskanta
olbrzymiego w kulturach in vitro obejmujacy indukcje kalusa, regeneracje
1 rozmnazanie pedow, ukorzenianie oraz aklimatyzacj¢ roslin, jak réwniez zawarto
ocen¢ wpltywu dlugoterminowego utrzymywania powyzszego gatunku w warunkach
kultur in vitro na stabilno$¢ genetyczng i epigenetyczng z wykorzystaniem markerow
ISSR, RAPD, MS-ISSR.

Rozne stezenia 1 kombinacje regulatoréw wzrostu (facznie 40 wariantow) miaty
istotny wplyw na indukcj¢ i wydajnos$¢ regeneracji kalusa na pozywce MS. Tworzenie
powyzsze] tkanki zaobserwowano po uptywie 3 tygodni od inicjacji kultury, za$
morfogeneze oceniono po 6-8 tygodniach hodowli. Na fragmentach niedojrzatych
kwiatostanow regenerowaly takze korzenie oraz sporadycznie pedy, co réwniez bylo
istotnie zalezne od zastosowanej kombinacji regulatoréw wzrostu. Na pozywce
kontrolnej MS bez dodatku regulatorow wzrostu oraz na pozywkach MS zawierajacych
0,1; 0,5 oraz 1,0 mg-dm'3 BAP nie zaobserwowano regeneracji kalusa, natomiast
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zwiekszenie stezenia do 2,0 mg-dm™ BAP powodowato niewielki wzrost. Wzbogacenie
pozywek indukcyjnych wylacznie w auksyne (2,5 i 5,0 mg-dm™ 2,4-D) poskutkowato
niska wydajnoscia morfogenezy oraz wysokim procentem regeneracji korzeni
(odpowiednio  26,29%  oraz  35,62%).  Uzupehlienie = pozywek  2,4-D
i BAP lub TDZ byto nieodzowne do indukcji organogennego oraz kremowo-zoltego
embriogennego kalusa o $rednio zbitej 1 gruzetkowatej strukturze, a najwyzszy stopien
regeneracji uzyskano na pozywce z dodatkiem 5,0 mg-dm™ BAP i 5,0 mg-dm™ 2,4-D
(83,33%). Wariant ten uznano za najlepszy do inicjacji regeneracji kalusa w celu dalszej
proliferacji pedéw. Kombinacja 2,0 mg-dm™ 2,4-D i 5,0 mg-dm™ BAP okazata si¢
natomiast najlepsza do indukcji kalusa z przeznaczeniem do dlugoterminowego
przechowywania w kulturach in vitro. Embriogenny kalus przenoszono nastgpnie
na pozywki regenerujace pedy. Stezenie i kombinacja regulatoréw wzrostu istotnie
wplynely na liczbe uzyskanych pedéw, przy czym dodatek 5,0 mg-dm™ BAP
do pozywki MS byt najbardziej efektywny, a zregenerowane pedy wykazywaty wigor
oraz prawidlowy kolor 1 pokrdj. Obecnos¢ w pozywce TDZ powodowata staby wzrost
pedow 1 ich witryfikacje. Na efektywnos$¢ indukeji korzeni réwniez istotnie wptynat
dodatek regulatorow wzrostu. W trzecim tygodniu kultury najwyzszy procent
ukorzeniania (85,17%) uzyskano w obecnosci 3,0 mg-dm™ IBA, za$ w pigtym tygodniu
97% pedow bylo ukorzenionych. Zregenerowane rosliny aklimatyzowano do warunkow
szklarniowych 1 polowych z wydajnoscia 93%. Przez okres sze$ciu miesiecy otrzymano
facznie 7000 sadzonek.

Do oceny stabilno$ci genetycznej 1 epigenetycznej uzyto 4 genotypow
matecznych pochodzacych z kolekcji polowej oraz 16 genotypoéw utrzymywanych
dtuzej (2008/2009) oraz krocej (2013/2014) w kulturach in vitro. Charakterystyke
genetyczng wykonano z uzyciem 13 starterow ISSR oraz 9 starterow RAPD. Dla
pierwszego systemu markeréw molekularnych przeanalizowano 100 loci, z czego
8 (8%) bylo polimorficznych, za$§ dla drugiego 77 loci z czego 6 (7,79%) bylo
polimorficznych. Polimorfizm prazkow wyniost 0,45% zarowno dla metody ISSR
(z 2000 produktéw w obrebie wszystkich genotypow 9 bylo polimorficznych), jak
i RAPD (z 1540 produktow 7 bylo polimorficznych). W celu wyeliminowania
potencjalnych bledéw w interpretacji wynikdw wyznaczono wspolczynnik btedu
na poziomie /ocus (5,50%) oraz na poziomie produktu (0,82%). W obrebie materialow

matecznych nie odnotowano zadnych roéznic we wzorach prazkowych, a w przypadku
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trzech regenerantow: Reg. 11 (2013), Reg. 10 (2014) oraz Reg. 13 (2009) polimorfizm
na poziomie locus wynidst odpowiednio: 5,08%, 3,39% oraz 0,56%. Wartos¢
wspotczynnika podobienstwa genetycznego powyzszych osobnikow zawierata si¢
w przedziale od 0,97 do 0,99, co §wiadczy o znikomych roéznicach.

Zmiany metylacyjne genomu analizowano z zastosowaniem
15 wyselekcjonowanych starterow MS-ISSR, w rezultacie czego oceniono zmienno$é
w obrebie 130 /loci. Z wykorzystaniem powyzszego systemu markerow uzyskano
4 warianty zdarzen. NajczeSciej (99 loci; 76,02%) wystepowal typ 1 (1-1-1), ktory
mozna interpretowac jako brak sekwencji CCGG lub pelng metylacje zewnetrznej
cytozyny, skutkujaca zablokowaniem trawienia przez enzymy Hpall oraz Mspl.
Catkowity brak metylacji powyzszych sekwencji (typ IV, 1-0-0) wystapit na poziomie
7,70%. Natomiast petna metylacja wewng¢trznej cytozyny (typ II, 1-1-0) wystepowata
czescie] (9,97%) niz hemimetylacja zewngtrznej cytozyny (1-0-1, typ III), ktora
utrzymata si¢ na poziomie 6,35%. Catkowita liczba zmetylowanych loci u roslin krocej
1 dluzej przebywajacych w kulturach in vitro wyniosta odpowiednio 16,71% oraz
16,66% 1 byla nieco wyzsza niz w przypadku ros§lin matecznych utrzymywanych
w kolekcji polowej (14,81%). Czestotliwo$¢ wystepowania polimorfizméw w metylacji
sekwencji CCGG migdzy poszczegdlnymi regenerantami wyniosta od 0,77% do 3,08%
(Srednio 1,54%). Dziesig¢ prazkéw wykazujacych odmienny status metylacji poddano
klonowaniu 1 sekwencjonowaniu, za§ tozsamos¢ o$miu z nich potwierdzono za pomocg
SCAR-PCR. Na podstawie analiz BLAST stwierdzono, iz rézne typy sekwencji
podlegaja zmianom metylacyjnym. Dwa sposrod analizowanych produktéw (25%) byty
homologiczne do sekwencji sztucznego chromosomu bakteryjnego (BAC, ang.
Bacterial Artificial Chromosome) mieszanca Saccharum, dwa do mRNA Sorghum
bicolor 1 Zea mays oraz dwa do genomowej sekwencji Oryza sativa oraz Sorghum
spontaneum. Jedna sekwencja (12,5%) wykazala homologiec 2z sekwencja
mikrostalitarng Miscanthus sacchariflorus, natomiast ostatnia nie byla zblizona z zadng

sekwencjg z GenBanku.
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WNIOSKI

1. Opracowane warunki prowadzenia reakcji z markerami ISSR oraz RAPD
pozwolity na identyfikacje wybranych klonoéw, ekotypdéw, odmian i gatunkow

M. x giganteus, M. sinensis oraz M. sacchariflorus.

2. Markery molekularne ISSR wykazaly wyzszy poziom polimorfizmu oraz
szerszy zakres wielkosci produktow, a tym samym okazaty si¢ bardziej
efektywne do identyfikacji osobniczej i gatunkowej miskanta niz markery
molekularne RAPD. Uzycie 1 startera ISSR oraz 3 starteréow RAPD bylo
wystarczajagce do identyfikacji osobnikow miskanta nalezacych do kolekceji

polowej IHAR-PIB.

3. W obrebie analizowanej puli genetycznej miskanta olbrzymiego zaobserwowano
bardzo niskie zrdznicowanie genetyczne, co najprawdopodobniej wskazuje
na wspolne zrédto pochodzenia trzech sposréd czterech klonow. Ekotypy
miskanta cukrowego wykazaty relatywnie niskie zrdéznicowane, natomiast
mi¢dzy odmianami miskanta chinskiego odnotowano duze zrdéznicowanie
genetyczne. Gatunek miskanta olbrzymiego wykazatl wigksze podobienstwo

genetyczne do miskanta cukrowego niz chinskiego.

4. Analizy cytometryczne potwierdzily istotne zroéznicowanie wielkosci genomu
miskanta na poziomie mi¢dzygatunkowym, a takze w obrebie odmian miskanta
chinskiego. Stwierdzono istotne r6znice w zwartosci 2C DNA oraz wielkosci
genomu monoploidalnego (1Cx) migdzy trzema gatunkami miskanta. Wsrod
odmian  miskanta  chinskiego ~ wystgpowata  istotna  statystycznie

wewnatrzgatunkowa zmienno$¢ w wielkos$ci genomu na poziomie okoto 4%.

5. Roéznice w wielkosci genomu trzech gatunkéw miskanta umozliwily
identyfikacj¢ mieszancéw 1 potwierdzenie odmiennych komponentow
rodzicielskich w przypadku triploidalnych klonéw miskanta olbrzymiego oraz

miskanta chinskiego odmiany 'Goliath'.
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6. Oznaczenie stopnia ploidalnosci na podstawie dlugosci aparatow szparkowych

bywa nieprecyzyjne i moze prowadzi¢ do btgdnych wnioskow.

7. Optymalizacja warunkow indukcji kalusa, rozmnazania 1 ukorzeniania pedow
pozwolita na opracowanie wydajnego systemu mikrorozmnazania miskanta
olbrzymiego. Stwierdzono, ze dodatek do pozywek indukcyjnych auksyny
(2,4-D) oraz cytokinin (BAP lub TDZ) w odpowiedniej proporcji byt niezbedny
do efektywnego tworzenia embriogennego lub organogennego kalusa

z niedojrzalych kwiatostanow miskanta olbrzymiego.

8. Miskant olbrzymi efektywnie regeneruje w kulturach in vitro, wykazujac
stabilno$¢  genetyczng 1  epigenetyczng podczas  dlugoterminowego
przechowywania. Jednakze podczas analiz zr6znicowania genetycznego warto
zwrocié szczegdlng uwage na rejony genomu bogate w powtdrzenia: GACA,

GATA, AG oraz CTC.
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