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Cel tematu badawczego 1

Weryfikacja powtarzalnosci i stabilnosci profili prazkowych DNA uzyskiwanych metoda
MSTD.

Materiaty i metody temat badawczy 1

Materiatem badawczym byl DNA roslin jeczmienia jarego z genotypu 2dh/8 bedacych
potomstwem generatywnym podwojonego haploida — 24 rosliny. Analizy wykonano technika
MSTD z trzema parami starterow ukierunkowanych na sekwencje elementow mobilnych
genomu BARE-1, Sabrina, Cassandara (startery: BARE-1-C0700/CpXpG-AGA, Sabrina-
C0945/CpG-GCA, CAS 978/CpG-GCA). Z autoradiogramow o czytelnych wzorach prazkow
policzono fragmenty DNA dla testowanych roslin oraz utworzono macierz zerojedynkowa.

Wyniki temat badawczy 1

Wykonano analizy technikag MSTD z trzema parami selektywnych starterow. Otrzymano 210
polimorficznych fragmentow DNA dla uktadéw enzymow restrykcyjnych Acc651/Msel i
Kpnl/Msel. Polimorfizm dla uktadu Acc65l/Msel wynosit 68% za$ dla uktadu Kpnl/Msel
72,86%. Analiza skupien (PAST) oparta na danych molekularnych dla obydwu ukladow
enzymow restrykcyjnych wykazata odrebno$¢ dla zastosowanych restryktaz.

Podsumowanie temat badawczy 1

e Uzyskano stabilne profile pragzkéw DNA technikg MSTD. Wykonane analizy na
roslinach jgczmienia bedacych generatywnym potomstwem podwojonego haploida
pozwolity oceni¢ przydatno$¢ zaprojektowanych starterow oraz oszacowaé poziom
polimorfizmu badanego materiatu.

Cel tematu badawczego 2

Oszacowanie poziomu globalnej metylacji DNA dla 24 roslin donorowych jeczmienia w
dwukrotnym powtoérzeniu przy uzyciu techniki RP-HPLC (Reversed-Phase High-
Performance Liquid Chromatography).

Materialy i metody temat badawczy 2

Analizy technikg RP-HPLC wykonano dwukrotnie na DNA roslin donorowych jeczmienia
jarego genotypu 2dh/8 (24 ro$liny) wyizolowanym w ubiegltym roku badan.

Oznaczenia nukleozydow  wykonano przy uzyciu chromatografu  cieczowego
(625 LC System) firma Waters USA.W temacie zastosowano procedur¢ RP-HPLC opartg na
pracach Johnstona i wspotpracownikow oraz HavliSa i TrbuSka. Za pomoca oprogramowania
Millennium 32 v. 4.0 okreslono procentowy udziat SmdC w analizowanych preparatach.

Wyniki temat badawczy 2

Wykonano analizy RP-HPLC dotyczace okreslenia poziomu globalnej metylacji DNA dla 24
roslin jeczmienia genotypu 2dh/8 bedacych generatywnym potomstwem podwojonego
haploida w dwukrotnym powtdrzeniu. Dane obecne i ubiegloroczne usredniono. Uzyskany
wynik - 20,15% nie odbiegat od wartosci uzyskanych w ubiegltym roku.

Podsumowanie temat badawczy 2



o Wykonana w temacie badawczym analiza RP-HPLC okreslita poziom globalne;j
metylacji DNA dla 24 roslin donorowych jeczmienia.

Cel tematu badawczego 3

Uzyskanie genomowego DNA z ro$lin donorowych jeczmienia do analiz technikami
metAFLP, MSTD, IRAP i REMAP.

Okreslenie poziomu zmienno$ci roslin donorowych jeczmienia w oparciu o technike
metAFLP (met Amplified Fragment Lenght Polymorphism) oraz MSTD.

Analizy z innymi technikami (IRAP/REMAP) opartymi na sekwencji retrotranspozondw.
Materialy i metody temat badawczy 3

Izolacje DNA wykonano z 24 roslin donorowych jeczmienia genotypu 2dh/8 uzyskanych w
ubieglym roku badan z zamrozonego materiatu roslinnego za pomoca zestawu do izolacji
DNA firmy QIAGEN. Ilo§¢ DNA oszacowano spektrofotometrycznie (NanoDrop). Czystos$¢
oraz integralno$¢ preparatow zweryfikowano elektroforetycznie w zelu agarozowym. Po
izolacji DNA przygotowano do technik metAFLP i MSTD wykonujgc: trawienie DNA roslin
donorowych jeczmienia enzymami: Acc651 i Msel oraz Kpnl i Msel; ligacje syntetycznych
oligonukleotydow tzw. adaptorow do fragmentow DNA uzyskanych po cieciu enzymami
restrykcyjnymi; pierwsza reakcje PCR tzw. “wstepny PCR” z dwoma starterami i
odpowiednie przygotowanie produktdéw tej reakcji do kolejnej reakcji PCR; druga reakcje
namnazania fragmentow DNA tzw. ,,selektywny PCR” ze starterami stosowanymi w technice
metAFLP CpG/CpXpG/CpXpX oraz ze starterami ukierunkowanymi na elementy mobilne w
genomie dla techniki MSTD. Po zakonczeniu reakcji PCR, proby DNA rozdzielono w zelu
poliakrylamidowym. Z uzyskanych autordiogramoéw policzono prazki DNA i wykonano
analiz¢ molekularng opartg na metodzie metAFLP.

Do techniki IRAP/REMAP wykorzystano DNA roslin donorowych jeczmienia wyizolowany
do techniki MSTD o stezeniu 10 ng/ul. Reakcje PCR Wykonano wedtug procedur ustalonych
w ubieglym roku badan.

Wyniki temat badawczy 3

Wykonano ekstrakcj¢ genomowego DNA z zamrozonych lisci roslin donorowych. Uzyskany
genomowy DNA byt integralny i pozwolit na przeprowadzenie zaplanowanych analiz.

W analizie metAFLP wykonano rozdziaty elektroforetyczne wykorzystujac 5 par
selektywnych starterow: CpG-GAC/MCGT, CpXpG-TTG/MCAC, CpXpG-TTG/MCGT,
CpXpG-ATG/MCGT, CpXpG-AGC/MCAC dla 24 roslin jeczmienia uzyskujac wzory
fragmentow DNA wizualizowane autoradiograficznie. W sumie amplifikowano 209
fragmentdw DNA (od 25 do 35). Obserwowany polimorfizm w wyniku cigcia DNA
jeczmienia enzymami Acc65l i Msel wynosit 5,74%. Analogiczny wynik dla ciecia DNA
enzymami Kpnl i Msel i wynosit 9,56%.

Analizy wykonane technikag MSTD skutkowaly uzyskaniem 1233 markeréw dla obydwu
uzytych zestawow enzymow restrykcyjnych (Acc651 i Msel oraz Kpnl i Msel) przy
wykorzystaniu 20 par selektywnych starterow ukierunkowanych na sekwencje elementow
mobilnych. Poziom polimorfizmu wynosit odpowiednio 66,74% dla zmian sekwencyjnych i
82,5% dla zmian w metylacji DNA. Po zgrupowaniu danych pod wzgledem uzytych rodzin
elementdw mobilnych okazato si¢, iz najnizszy polimorfizm byt generowany przez startery
ukierunkowane na rodzing LARD, gdzie obserwowano 18,27% polimorfizmu dla zmian
sekwencyjnych w DNA oraz 43,01% dla zmian metylacyjnych. Najwyzszy polimorfizm byt
generowany przez startery oparte na elementach nalezacych do rodziny CACTA.

Hierarchiczna analiza skupien oparta na danych sekwencyjnych (Kpnl/Msel) uzyskanych przy
uzyciu selektywnych starterow opartych na elementach mobilnych nalezacych do rodziny
TRIM wykazata grupowanie ro$lin donorowych w trzy klastry, podczas gdy w przypadku
rodziny CACTA ro$liny te grupowaty si¢ w osiem skupien.
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Na poziomie zmian metylacyjnych obserwowano mniejsze zroznicowanie mig¢dzy
poszczegblnymi rodzinami elementéw mobilnych. Dla rodziny TRIM obserwowano
grupowanie roslin donorowych w cztery klastry zas dla rodziny Tyl-Copia hierarchiczna
analiza skupien wykazata jedynie 0 jedno skupienie wigce;.

W analizie uzupehiajacej z technikami IRAP/REMAP zastosowano trzy startery oparte na
elementach mobilnych Caspar i Cassandra: CASP1F/MICRO2, CAS AY16F-MICRO2, CAS
AY16F. Amplifikowane profile DNA byly odpowiednej jakosci i pozwolity na
zidentyfikowanie poszczegOlnych prazkow. Uzyskano niskg ilos¢ fragmentow DNA
przypadajacych na jeden starter (Srednio 4,3) za$ poziom polimorfizmu miescit si¢ w
granicach 57-71% w zaleznosci od zastosowanej pary starterow.

Podsumowanie temat badawczy 3

. Ekstrakcja DNA z lisci roslin donorowych skutkowata uzyskaniem niezbednej ilosci
materiatu do analiz molekularnych;

. Poziom zmienno$ci oszacowany technikg metAFLP dla ro$lin donorowych stanowi
informacje o tle genetycznym wybranych roslin;

o Zmiany metylacyjne odnoszace si¢ do pigciu badanych rodzin elementow mobilnych
byly wyzsze niz zmiany dotyczace sekwencji DNA;

. W oparciu o dane dotyczace analizy MSTD wykonanej na DNA roslin donorowych
mozliwe bgdzie wybranie materiatu roslinnego do dalszych badan;

. Okrojona ilo$¢ analiz IRAP/REMAP pozwolita na podanie poziomu polimorfizmu
jednak z uwagi na niska liczebno$¢ starterow wydaje si¢, ze wyniki s3 raczej
niedoszacowane;

Cel tematu badawczego 4
Wyprowadzenie regenerantOw jeczmienia na drodze androgenezy w kulturach pylnikowych.
Materialy i metody temat badawczy 4

Regeneranty jgczmienia z genotypu 2dh/8 wyprowadzono na drodze androgenezy w kulturach
pylnikowych z roslin donorowych uzyskanych w ubieglym roku prowadzenia zadania.

Wyniki temat badawczy 4

Wytozono do 0,3M mannitolu a nastepnie na pozywki indukujace ok. 5000 pylnikéw z 24
ro$lin donorowych jeczmienia genotypu 2dh/8. Proces androgenzy skutkowal uzyskaniem
srednio 13 zielonych regenerantow na 100 wytozonych pylnikow oraz $rednio 28
albinotycznych regenerantow na 100 wylozonych pylnikow. Efektywno$¢ spontanicznego
podwojenia wynosita 50%. Regeneranty uzyskane w wyniku androgenezy (podwojone
haploidy) charakteryzowaly si¢ fenotypem identycznym jak rosliny donorowe. Uzyskane
regeneranty beda wykorzystywane w dalszych pracach badawczych w realizowanym zadaniu.

Podsumowanie temat badawczy 4

e Zaproponowany sposob uzyskania podwojonych haploidow jeczmienia genotypu
2dh/8 pozwolit na uzyskanie planowanej liczby regenerantéw do dalszych badan.

Prezentacja wynikow badan: Poster. The Mobile Genom. Genetic and Physiological Impacts

of Transposable Elements. 11-14.10.2017 Heidelberg EMBL Advanced Training Centre,

Germany; Poster przygotowano w oparciu o wyniki biezacego sprawozdania (2017r): strony:
9-11.



