Lp. w zat. Do Rozporzadzenia MRiRW; 12.

Tytut zadania: Analiza zmiennosci somaklonalnej indukowanej w kulturach in vitro u roslin
zbozowych.

Kierownik zadania: dr hab. P. Bednarek prof. IHAR-PIB

Cel tematu badawczego 1

Wyprowadzenie materiatu badawczego dla jeczmienia, pszenicy i pszeniyta (regeneranty
otrzymywane na drodze embriogenezy somatycznej i androgenezy) oraz analizy molekularne:
ekstrakcja DNA i wstepne analizy metAFLP.

Materiat i metody

Uzyskanie regenerantow

Regeneranty zostaty wyprowadzone na drodze embriogenzy somatycznej w kulturach niedojrzatych
zarodkéw zygotycznych oraz androgenezy w kulturach pylnikowych z roslin donorowych uzyskanych
w ubiegtym roku projektu. Do zatozenia kultur wykorzystano rosliny donorowe trzech gatunkéw
zbdz: jeczmienia jarego - genotyp: 2dh/8, pszenicy jarej - genotyp: P2/9 oraz pszenzyta ozimego —
genotyp 28/2.

Odpowiednie pozywki indukujgce zaréwno dla procesu somatycznej embriogenezy jak i androgenezy
wykonano w dziewieciu réznych wariantach ze wzgledu na dodatek CuSO, (0,1 uM, 5 uM i 10 pM) i
AgNO; (0 mg/l, 2 mg/l,. 10 mg/l). Dodatkowym czynnikiem rdznicujgcym poszczegdlne warianty
etapu indukcji embriogenezy somatycznej byt czas (4, 5, 6 tygodni). Nie stosowano zadnego czynnika
antymitotycznego do podwojenia garnituru chromosomowego u regenerantéw pozyskiwanych na
drodze kultur pylnikowych. Efektywnos¢ pozyskiwania podwojonych haploidéw wyprowadzanych na
drodze androgenezy okreslono, jako procentowy udziat liczby podwojonych haploidéw do liczby
wszystkich zielonych regenerantéw.

Analizy molekularne

Z siewek regenerantéw zebrano liscie. DNA pozyskiwano ze 100 mg tkanki za pomocg zestawu do
izolacji firmy QIAGEN. llos¢ DNA oszacowano spektrofotometrycznie a czysto$¢ oraz integralnosé
preparatéw zweryfikowano elektroforetycznie w zelu agarozowym. Tak pozyskane preparaty DNA
poddano analizie technikg metAFLP, wykonujac kolejno: trawienie DNA, ligacje adapteréw, wstepny
PCR oraz selektywnych PCR z czterema parami selektywnych starteréw: CpXpG-AGC/MCAC, CpXpX-
TAA/MCGT, CpXpG-AGG/MCGT oraz CpG-GAC/MCGT. Wizualizacje produktéw PCR wykonywano
radiograficznie.

Wyniki i dyskusja

Uzyskanie regenerantéw

Pozyskiwanie roslin w kulturach in vitro jest obarczone wieloma trudnosciami wynikajgcymi z rodzaju
eksplantatu, genotypu roslin donorowych, rodzaju podtéz hodowlanych czy tez warunkéw
prowadzenia hodowli in vitro. Mimo préb przetamania kazdej z takich trudnosci i opracowania coraz
lepszego i wydajniejszego systemu regeneracji problemem jest czasem brak petnej jednorodnosci
fenotypowej lub genetycznej uzyskanych roslin. Wprowadzenie systemu optymalizacji pozwalajacego
tak dobra¢ rdézine sktadniki pozywek lub inne parametry majgce wptyw na poziom zmiennosci
(epi)genetycznej indukowanej w kulturze tkankowej lub tez ilo$¢ zielonych regenerantéw pomogtoby
w uzyskiwaniu roslin o pozadanych parametrach, czyli np. o najmniejszym lub najwiekszym poziomie
zmiennosci (epi)genetycznej albo tez skutkowatoby otrzymaniem duzej liczby regenerantéw o
podwojonym garniturze chromosomowym. Z danych literaturowych wynika, ze obecno$¢ AgNO; i
CuSO, w pozywce mogg mie¢ wptyw na wydajnos¢ uzyskiwania roslin metodami kultur in vitro.
Wiadomo réwniez, ze takim czynnikiem moze by¢ czas utrzymania eksplantatéw (niedojrzatych



zarodkow zygotycznych oraz pylnikéw) na pozywkach indukujacych. Optymalizacja omawianych
zmiennych moze mieé istotne znaczenie dla obecnie stosowanych metod kultur in vitro i doprowadzi¢
do uzyskania lepszych wydajnosci.

Aby otrzymaé zaplanowane ilosci regenerantéw wytozono na pozywki indukujgce 2150 zarodkéw
zygotycznych jeczmienia, 1974 pszenicy i 2120 pszenzyta z roslin donorowych. W celu uzyskania
regenerantdow na drodze androgenezy wytozono 5590 pylnikéw jeczmienia, 7900 pszenicy i 7200
pylnikdw pszenzyta.

Proces somatycznej embriogenezy w kulturach niedojrzatych zarodkéw zygotycznych badanych
gatunkdw zbdz pozwolit na otrzymanie w sumie 135 regenerantdw po 45 regenerantéw dla kazdego
gatunku. Uzyskana liczba regenerantdw w pdzniejszych etapach pozwoli na przeprowadzenie
zaplanowanego eksperymentu optymalizacyjnego opartego na danych molekularnych. Ta metoda
regeneracji roslin z uwagi na wyjsciowy eksplantat (niedojrzate zarodki zygotyczne) bedacy tkanka
diploidalng nie jest obcigzona ryzykiem wynikajgcym z podwojenia garnituru chromosomowego czy
tez zjawiskiem albinizmu, stagd tez nie obserwowano nieprawidtowosci w trakcie otrzymywania
regenerantow, nie stwierdzono rowniez by obecnosé soli miedzi i srebra oraz czas miaty widoczny
wplyw na regenerowane rosliny. Uzyskany wynik potwierdzajg dane prezentowane przez innych
badaczy.

Proces androgenezy w kulturach pylnikowych skutkowat uzyskaniem od 6 do 47 zielonych
regenerantow w zaleznosci od badanego gatunku i wariantu zastosowanej pozywki. Dla wszystkich
badanych gatunkéw okreslono ilos¢ zregenerowanych zielonych roslin przypadajacych na 100
wytozonych pylnikow (reg/100 pyl) w zaleznosci od rodzaju pozywki. Najwiecej zielonych
regenerantdw u jeczmienia obserwowano na pozywkach nr 6, 7, 8 odpowiednio 3,9; 4,4 i 2,26
reg/100 pyl. Dla pozywek 6 i 7 wartosci te byty czterokrotnie wyzsze niz dla pozywki kontrolnej (1,2
reg/100 pyl). Regeneracja zielonych roslin w kulturach pylnikowych pszenicy pozwolita na uzyskanie
najwyzszej ilosci regenerantéw na pozywce numer 8 (4,4 reg/100 pyl), przewyziszajgc wartosc
kontrolng (1,4 reg/100 pyl). Otrzymywanie regenerantdw pszenzyta réwniez charakteryzowato sie
zmienng liczbg zielonych roslin, ktére udato sie pozyskaé. Najwiecej zielonych regenerantéw
uzyskiwano na pozywkach nr. 5,7, 8, 9 (3,7; 4,1; 3,8; i 5,5 reg/100pyl). Wartosci te byty dwukrotnie
wyzsze niz liczba regenerantéw uzyskiwanych w warunkach kontrolnych (2,2 reg/100pyl).
Zastosowanie réznych kombinacji pozywek indukujgcych cechujgcych sie wariantami stezen siarczanu
miedzi pokazato, ze sktadnik ten moze pozytywnie wptywa¢ na regeneracje zielonych roslin w
przypadku kultur pylnikowych. Uzyskane wstepne dane sugerujg, ze optymalny zakres siarczanu
miedzi, wynoszacy od 5 do 10 uM, prowadzit do lepszych wynikéw niz te, uzyskiwane w prdébie
kontrolnej, zmniejszajgc ilos¢ roslin albinotycznych na korzys¢ zielonych regenerantéw. Innym
sktadnikiem czesto testowanym w pracach dotyczacych poprawy wydajnosci uzyskiwania roslin w
kulturach tkankowych jest azotan srebra. Dodawany do podtozy AgNO; pozytywnie wptywat na
wydajnos$¢ androgenezy. Pozywki suplementowane azotanem srebra w ilosci od 2 do 10 mg/I
pozwalaty na uzyskanie wyzszej liczby zielonych regenerantow w pordéwnaniu z warunkami
kontrolnymi.

Wsrdod regenerantdw uzyskiwanych na drodze androgenezy obserwowano réwniez rosliny
albinotyczne. Dla tej drogi regeneracji bardzo wazne jest, aby rosliny podwoity swojg liczbe
chromosomoéw. W realizowanym zadaniu podwojenie przebiegato w sposdb spontaniczny bez
stosowania substancji antymitotycznych a efektywnosé tego procesu wynosita od 16% dla pszenzyta,
poprzez 25% dla pszenicy do 50% w przypadku jeczmienia. Wydajnos$¢ podwojenia dla uzyskanych
regenerantow nie odbiegata znaczgco od danych spotykanych w literaturze (65-90% jeczmien, 15-
68% pszenica i 6-82% pszenzyto).

Analizy molekularne

O ile, zmienno$¢ fenotypowg mozna fatwo identyfikowaé o tyle, zmiany genotypowe, ktérych
podtoze moze wynikaé ze zjawisk epigenetycznych, wymagajg specjalnie dedykowanych metod



molekularnych do ich wykrycia. Zmiany epigenetyczne, cho¢ nie wynikajg z mutacji w sekwencji DNA,
tak jak one moga sie dziedziczy¢ w kolejnych pokoleniach generatywnych i mie¢ wptyw np. na poziom
ekspresji gendw czy organizacje genomu. Stad odpowiednia charakterystyka genetyczna i
epigenetyczna eksplantatéw/rodlin donorowych, jak i w dalszej kolejnosci otrzymywanych
regenerantow, jest podstawg do doboru materiatéw roslinnych do prac badawczych oraz
hodowlanych. Zaproponowana w niniejszym zadaniu metoda badawcza (metAFLP) pozwolita na
jednoczesne badanie zmian na poziomie sekwencji DNA (zmiany genetyczne) oraz metylacji DNA
(zmiany epigenetyczne) u roslin uzyskiwanych drogg kultur tkankowych. Analizy molekularne
obejmowaty ekstrakcje genomowego DNA z uzyskanych regenerantéw oraz przygotowanie préb DNA
do techniki metAFLP, a dalej wykonanie wstepnych analiz technika metAFLP z czterema parami
selektywnych starterow do reakcji PCR: CpXpG-AGC/MCAC, CpXpX-TAA/MCGT, CpXpG-AGG/MCGT
oraz CpG-GAC/MCGT. Amplifikowano od 80 fragmentéw DNA u jeczmienia, 130 fragmentow DNA u
pszenicy i 124 fragmenty DNA u pszeniyta. Srednio obserwowano od 20 fragmentéw DNA u
jeczmienia do 32 fragmentéw DNA u pszenicy przypadajgcych na pare starteréw. Na podstawie
wstepnej analizy metAFLP dobrano rosliny do analizy oraz sprawdzono jakos¢ uzyskiwanych profili
DNA w technice metAFLP. Co wiecej, wytypowano pary selektywnych starteréw do analiz
przewidzianych w kolejnym roku realizacji tematu.

Whioski

Regeneracja roslin jeczmienia, pszenicy oraz pszenzyta na drodze kultur niedojrzatych zarodkow
zygotycznych oraz kultur pylnikowych pozwolifa na uzyskanie wymaganej liczby regenerantéw
niezbednych do dalszych etapdéw tematu badawczego.

Uzyskano materiat roslinny oraz zweryfikowano zastosowanie techniki metAFLP dla potrzeb
optymalizacji metod regeneracji roslin na drodze embriogenezy somatycznej oraz androgenezy z
wykorzystaniem analizy regresyjnej.

Zastosowanie soli srebra i miedzi w pozywkach indukujgcych w przypadku regeneracji roslin na
drodze kultur pylnikowych moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia wydajnosci metody. Nalezy oczekiwaé,
ze takie podejscie moze réwniez korzystnie wptynac na zmniejszenie proporcji roslin albinotycznych.



