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Cel tematu badawczego 1

Uzyskanie roslin donorowych jeczmienia na drodze androgenezy w kulturach pylnikowych. Rosliny
donorowe bedg zrodtem eksplantatéw do uzyskania regenerantow.

Materiat i metody

Do uzyskania roslin donorowych wykorzystano ziarniaki z trzech genotypéw jeczmienia jarego
19dh/4, 2dh/8 i 7dh/3. Regeneranty uzyskano na drodze androgenezy w kulturach pylnikowych z
genotypu 2dh/8. Z regenerantéw zebrano ziarniaki i wysiano otrzymujac rosliny donorowe bedace
generatywnym potomstwem podwojonych haploidéw.

Wyniki

Finalnie uzyskano regeneranty z genotypu 2dh/8 charakteryzujgce sie identycznym fenotypem jak
rosliny wyjsciowe bedgce zrédtem eksplantatdw. Oprdcz roslin zielonych obserwowano takze rosliny
albinotyczne. Nasiona z podwojonych haploidéw wysiano uzyskujgc potomstwo generatywne
podwojonych haploidéw. Te rosliny (24 szt) sg roslinami donorowymi do dalszych etapdéw
eksperymentu.

Dyskusja

Podwojone haploidy (DH) stanowig chetnie wykorzystywany materiat nie tylko w pracach
hodowlanych, skracajgc czas otrzymania nowej odmiany, ale takze w badaniach podstawowych.
Procedury pozyskiwania podwojonych haploidéw, oparte na zjawisku androgenezy sg znane dla wielu
gatunkdéw i pozwalajg na efektywng produkcje takich roslin. Jednakze w przypadku zbdz efektywnosc
otrzymywania linii DH w kulturach pylnikowych lub w kulturach izolowanych mikrospor jest
obarczona zajwiskiem albinizmu, skutkujgcym powstawaniem regenerantéw z defektem budowy
plastydéw. Mimo obecnosci roslin albinotycznych w niniejszym eksprymencie udato sie uzyskac
wymagang liczbe ptodnych podwojonych haploidéw oraz zebraé z nich nasiona. Rosliny donorowe,
ktore uzyskano z ziarniakow linii DH sg takim materiatem, ktéry pozwoli w dalszych etapach zadania
na okreslenie poziomu zmiennosci genetycznej i metylacyjnej DNA, bedac punktem odniesienia do
dalszych analiz molekularnych i wyliczen statystycznych.

Whnioski/Podsumowania

Wybrana metoda pozyskiwania podwojonych haploidéw (androgeneza w kulturach pylnikowych)
pozwolita uzyska¢ ptodne regeneranty jeczmienia (genotyp 2dh/8), a z ich ziarniakdw generatywne
potomstwo -, rosliny donorowe” do dalszych analiz.

Cel tematu badawczego 2

Zaprojektowanie starteréw do reakcji PCR do techniki MSTD oraz technik IRAP/REMAP. Wykonanie
wstepnych rozdziatéw technikg MSTD w celu sprawdzenia powtarzalnosci i stabilnosci profili
prazkowych DNA.

Materiat i metody

MSTD

Opierajgc sie na danych literaturowych wybrano elementy mobilne nalezgce do klasy | i Il
(retrotranspozony i transpozony). Do zaprojektowania starteréw wykorzystano program CLC Main
Workbench v. 7.6.4. Materiatem roslinnym byty 24 rosliny jeczmienia z genotypu 2dh/8 bedgce
potomstwem generatywnym podwojonego haploida. Wykonano rozdziaty technikg MSTD opartg na



metodzie metAFLP ze starterami ukierunkowanymi na elementy mobilne w genomie (BARE-1-
C0700/CpG-GCA, BARE-1-5980/CpG-GCA, BAGY-1-1C2043/CpXpX-TAA, BAGY-1-CO651/CpG-GCA,
Sabrina-C0945/CpG-GCA, Sukkula E0228/CpG-GCA, Sukkula 91673/CpG-GCA, Balduin/CpG-GCA,
CASP-124-R/CpG-GCA, CASP-1R/CpG-GCA, CASP-1F/CpG-GCA, CAS AY 16R/CpG-GCA, CAS
978/CpXpG-AGA, CAS AY 16F/CpG-GCA, CAS 979/CpG-GCA).

Z uzyskanych autoradiogramoéw policzono fragmenty MSTD i utworzono matryce ,0-1”, gdzie cyfra
»1” oznaczata obecnos¢ prazka zas ”0” brak. Matryce sporzadzono dla obydwu zestawow enzymoéw
restrykcyjnych: Acc651-Msel (zmienno$¢ genetyczna oraz metylacyjna); Kpnl-Msel (zmiennosé
genetyczna). Zestawienie obydwu matryc danych pozwolito na wyekstrahowanie danych
odnoszacych sie tylko do zmian w metylacji DNA- matryca ,MET”.

Na podstawie matryc ,0-1”oszacowano zrdéznicowanie dotyczace zmian w metylacji oraz sekwencji
DNA uzytych roslin wykonujgc analize skupien w programie XLSTAT ver 18.06 dla uzyskanych danych
ze wspotczynnikiem podobienstwa Jaccarda;

IRAP/REMAP

Do analizy wykorzystano uprzednio wyizolowany DNA jeczmienia do techniki MSTD. Namnazanie
genomowego DNA z 24 roslin jeczmienia prowadzono w obecnosci staterow ukierunkowanych na
sekwencje elementu mobilnego (IRAP) lub ukierunkowanych na sekwencje elementu mobilnego i
sekwencje mikrosatelitarng (REMAP).

Wyniki
MSTD

Wykonano rozdziaty elektroforetyczne wykorzystujgc technike MSTD z 15 parami selektywnych
starterow. Analizie poddano DNA 24 roélin jeczmienia genotypu 2dh/8 otrzymujagc 938
polimorficznych fragmentéw dla obydwu uktadéw enzymdw restrykcyjnych (Acc651/Msel i
Kpnl/Msel). Do wstepnej analizy wybrano fragmenty DNA pochodzgce z 5 selektywnych starteréow i
obserwowano polimorfizm na poziomie ok. 57%. Opierajgc sie na danych molekularnych wykonano
analize skupien. Analiza ta wykazata odrebno$¢ dla obydwu par zastosowanych enzymoéw
restrykcyjnych Acc651/Msel vs. Kpnl/Msel.

IRAP/REMAP

Wybrano do przetestowania 8 starteréw CASP-1F, CASP-1R, CAS AY 16F, CAS AY 16R, BAGY1-C0O651R,
BAGY1-C2043, MICRO1, MICRO2. Po ustaleniu sktadu mieszanin reakcyjnych wykonano reakcje
namnazania DNA wykorzystujgc profil gradientowy. Na podstawie uzyskanych obrazéw (obecnos$é lub
brak produktu) dobrano profile temperaturowe dla poszczegdinych starteréw. W wyniku testowania
dobrano warunki reakcji PCR dla 5 starteréw w technikach IRAP/REMAP oraz sprawdzono te warunki
wykonujac reakcje PCR dla DNA 24 roslin jeczmienia.

Dyskusja
MSTD

Dane literaturowe podaja wiele technik markerowych uzytecznych do badania zmiennosci
genetycznej i metylacycjnej u roslin. Wsrdd nich sg takie, ktére wykorzystujg takze elementy mobilne
(EM) w genomach roslinnych. Zaproponowana technika badawcza MSTD (Methyl-Sensitive
Transposon Display) oparta na technice metAFLP z jednej strony umozliwi szacowanie zmian
metylacyjnych, z drugiej dostarczy informacji dotyczacych zmian genetycznych genomu
spowodowanych ruchem elementéw mobilnych w genomie. Wprowadzenie techniki MSTD do badan
wymagato opracowania odpowiednich starteréw do reakcji PCR opartych na elementach mobilnych.
Jednoczesnie wazne byto przetestowanie zaprojektowanych starterow na DNA roslin jeczmienia i
wstepne oszacowanie poziomu obserwowanej zmiennos$ci metylacyjnej i genetycznej.



Uzyskane dane molekularne wskazaty na wysoki poziom polimorfizmu (63% Acc65l/Msel i 52%
Kpnl/Msel) miedzy badanymi roslinami. Wydaje sie, ze obserwowany poziom polimorfizmu miedzy
testowanymi roslinami nalezy taczy¢ z aktywnoscig elementéw mobilnych w genomie jeczmienia i
nalezy sie spodziewaé¢ podobnych wynikéw na puli roslin donorowych wyprowadzanych w tym
zadaniu.

Analiza skupien wykonana dla danych molekularnych wykazata ich odrebnos¢ dla obydwu par
zastosowanych enzymoéw restrykcyjnych. Taka informacja jest istotna ze wzgledu na koncepcje
techniki MSTD opartej na metodzie metAFLP wykorzystujgcej réznice we wrazliwosci na obecnosc
metylowanej cytozyny w genomowym DNA uzytych endonukleaz restrykcji. Tak zgrupowane dane
pozwolg na wykonanie analizy ilosciowej w dalszych etapach eksperymentu.

IRAP/REMAP

W zadaniu wybrano metody badawcze (IRAP/REMAP), ktére sg z sukcesem stosowane u roslin w
badaniach dotyczacych polimorfizmu wynikajgcego z obecnosci elementéw mobilnych w genomie.
Techniki te majg na celu réwnolegle do wariantu MSTD okresli¢ poziom zmian indukowanych
migracjg poszczegdlnych nadrodzin elementéw mobilnych (EM). W przeciwienstwie do metod
bazujacych na puli fragmentéw restrykcyjnych (AFLP, SSAP, MSTD) gdzie badany jest polimorfizm
wynikajgcy z dtugosci fragmentdéw zawartych miedzy retrotranspozonem a miejscem restrykcyjnym,
techniki IRAP i REMAP wykorzystujg genomowy DNA, a obserwowany polimorfizm jest wynikiem
obecnosci lub braku produktu PCR amplifikowanego miedzy dwoma EM (IRAP) lub miedzy EM a
sekwencjg mikrosatelitarng (REMAP). W prezentowanym temacie istotne byto dobranie warunkéw
reakcji PCR dla nowozsyntetyzowanych starteréw opartych na sekwencjach EM w genomie. Uzyskane
profile prgzkdw DNA w warunkach testowych pozwolity dobra¢ odpowiednie parametry reakcji PCR
do przeprowadzenia analizy na wiekszej liczbie osobnikéw.

Whioski/Podsumowania

e Na podstawie danych literaturowych zaprojektowano startery do reakcji PCR do techniki MSTD
oraz technik IRAP/REMAP. Przeprowadzone testy technikg PCR pozwolity dobraé¢ odpowiednie
warunki reakcji PCR dla technik IRAP/REMAP do dalszych analiz.

e  Wstepne analizy wykonane technikg MSTD pozwolity oceni¢ przydatnos¢ zaprojektowanych
starteréw oraz oszacowac poziom polimorfizmu wsrdd roslin jeczmienia.

Cel tematu badawczego 3

Uzyskanie genomowego DNA z roslin donorowych jeczmienia do analiz technikg RP-HPLC. Wstepne
okreslenie poziomu globalnej metylacji dla roslin donorowych technika RP-HPLC.

Materiat i metody

Izolacja DNA

Izolacje DNA prowadzono z 24 roslin donorowych jeczmienia. Ekstrakcja DNA zostata
przeprowadzona za pomocy zestawu do izolacji DNA firmy QIAGEN zgodnie z metodykg producenta.
llos¢ DNA oszacowano spektrofotometrycznie (NanoDrop). Czysto$¢ oraz integralno$¢ preparatow
zweryfikowano elektroforetycznie.

Analizy technikq RP-HPLC

W temacie zastosowano procedure RP-HPLC opartg na pracach Johnstona i wspdtpracownikow
(Johnston i in. 2005) oraz Havlisa i Trbuska (Havli$ i Trbusek 2002). Powierzchnie pikdw RP-HPLC
uzyskano w pV/s. Dla kazdej badanej proby globalng metylacje genomowego DNA obliczono, jako
iloraz zawartosci 5-metyl-2’-deoksycytydyny (5mdC) przez sume zawartosci 2’-deoksycytydyny i 5-
metyl-2’-deoksycytydyny oraz pomnozenie przez 100. Nastepnie policzono warto$¢ srednig dla catej
puli roslin donorowych.



Wyniki

Oszacowano ilo$¢ globalnej metylacji DNA u roslin donorowych jeczmienia bedgcych generatywnym
potomstwem podwojonego haploida uzyskanego na drodze androgenezy w kulturach pylnikowych.
Analiza catkowitej metylacji cytydyny (5mdC) genomowego DNA wykonana metodg RP-HPLC
wykazata, ze $rednio 20,11% (+0,3) cytydyny ulegto metylacji.

Dyskusja

Okredlanie poziomu zmian metylacyjnych u roslin otrzymywanych w kulturach in vitro moze sie
odbywac przy pomocy réznych technik. W prezentowanym temacie badawaczym okreslono poziom
zmian metylacji genomowego DNA roslin donorowych jeczmienia genotypu 2dh/8 przy pomocy
techniki RP-HPLC. Oszacowanie poziomu globalnej metylacji DNA u roslin donorowych jest bardzo
wazne gdyz rosliny te bedg dawcami eksplantatéw do wyprowadzenia duzej puli regenerantéw do
dalszych prac w tym zadaniu i okreslenie tego parametru bedzie punktem odniesienia do okreslennia
wzrostu lub spadku metylacji genomowego DNA.

Whnioski/Podsumowania

Wykonana w temacie badawczym analiza RP-HPLC okreslita poziom globalnej metylacji DNA dla 24
roslin donorowych jeczmienia.



