BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 288 / 2020: 47-51
E-ISSN: 2657-8913 IHAH

Zmiany ilosciowe metylacji DNA indukowane
przez swiatto monochromatyczne u regenerantéw
jeczmienia uzyskanych na drodze androgenezy
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regenerants obtained by androgenesis
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Zmiany metylacji DNA to jeden z najlepiej poznanych mechanizmow epigenetycznej regulacji ekspresji genow, ktory
w procesie indukowanej androgenezy zwigzany jest z przeprogramowaniem rozwoju haploidalnych mikrospor
w kierunku wytworzenia zarodkow, w skutek ekspozycji pylnikow w ktosach a nastepnie kultur pylnikowych na czynniki
stresowe. Celem przeprowadzonych badan byto sprawdzenie hipotezy, czy zastosowanie $§wiatta monochromatycznego
w trakcie indukowanej androgenezy moze by¢ zwiazane ze zjawiskami epigenetycznymi. Badania przeprowadzono
na roslinach DH jeczmienia jarego (Hordeum vulgare L.) uzyskanych na drodze androgenezy modyfikowanej przez
$wiatto monochromatyczne: niebieskie, zielone i czerwone. Ilociowa ocene wplywu $wiatla na stopien metylacji
DNA wykonano za pomoca RP-HPLC poréwnujac DNA regenarantéw uzyskanych w standardowych, kontrolnych,
warunkach (ciemno$¢) z DNA regenerantdow uzyskanych z wykorzystaniem $wiatta. Stwierdzono, ze réznice w ilosci
zmetylowanej cytydyny w poréwnaniu do kontroli wynosza odpowiednio 0,40%, 0,16% 1i-0,55%, dla $wiatta
niebieskiego, czerwonego i zielonego, przy poziomie catkowitej metylacji genomu 21,32-21,52%. Zmiany calkowitej
metylacji genomu jgczmienia zachodzace pod wplywem $wiatla monochromatycznego zastosowanego na etapie
formowania kalusa w procesie androgenezy w kulturach pylnikowych, oznaczone za pomoca RP-HPLC, sg istotne
aczkolwiek nieduze.

Stowa kluczowe: RP-HPLC, Hordeum vulgare L., LED, cytidine

Changes in DNA methylation are one of the best known mechanisms of epigenetic regulation of gene expression, which
in the process of induced androgenesis is associated with reprogramming of haploid microspores development towards
the formation of embryos, as a result of exposure of anthers in ears and then anthers culture in vitro to stress factors.
The aim of the study was to test the hypothesis of whether the use of monochromatic light during induced
androgenesis might be associated with epigenetic phenomena. The experiments were carried out on DH
plants of spring barley (Hordeum vulgare L.) obtained by androgenesis modified by monochromatic light:
blue, green and red. A quantitative evaluation of the effect of light on the degree of DNA methylation was
performed using RP-HPLC for the comparison of regenerants obtained under standard, control conditions
(darkness) with those obtained with light usage. The differences in the amount of methylated cytidine in
comparison to the control were: 0.40%, 0.16% and -0.55%, for blue, red and green light, respectively. The level
of global genomic DNA methylation from control plants was in the range 21.32-21.52%. Methylation changes in response
to monochromatic light used during callus formation in anthers culture, determined by RP-HPLC, are significant
although small.
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Wstep na przylaczaniu grup metylowych (-CH,)
gtéwnie do pigtego atomu wegla w pier§cieniu
pirymidynowym oraz rzadziej na metylacji grup
NH," znajdujgcych si¢ badz przy 4 atomie wegla
cytozyny badz przy 6 atomie wegla adeniny (za-
sady purynowej). Metylacja wystepujaca w dinu-
kleotydach CpG i trinukleotydach CpXpG, gdzie
X oznacza A, T, C okreslana jest jako metylacja
symetryczna, natomiast w sekwencjach CpXpX,

Metylacja DNA to, zachodzaca podczas fazy S
cyklu komoérkowego, modyfikacja kwasu dezok-
syrybonukleinowego przebiegajaca pod wptywem
metylotransferaz DNA, specyficznych wzgledem
zasad azotowych: cytozyny badz adeniny wcho-
dzacych w sktad nukleotydéw: dezoksycytydyny
(dC) i1 dezoksyadenozyny (dA). Polega ona
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Regeneranty jeczmienia zostaty uzyskane w ramach grantu PBS3/B8/19/2015 finansowanego przez Narodowe
Centrum Badan i Rozwoju. Oznaczenia ilosciowe zmian stopnia metylacji DNA zostaty zrealizowane w ramach
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jako niesymetryczna. Donorem grupy metylowej
jest 5’-adenozynometionina a produktami reakcji
sa: 5-metyl-2’-deoksycytydyna (5mdC), gltowny
produkt reakcji metylacji DNA a takze N, -metylo-
deoksycytydyna oraz N -metylodeoksyadenozyna.
Zawarto$¢ SmdC jest warunkowana zarowno przez
enzymatycznie katalizowang reakcje metylacji jak
i demetylacji, ktora to moze przebiega¢ w sposob
pasywny badz aktywny. Do demetylacji pasywnej
dochodzi w trakcie replikacji, ktorej nie towarzy-
szy melylotransferaza-1 (DNMT1) co skutkuje
brakiem metylacji zachowawczej (Guz i in., 2010).
Natomiast demetylacja aktywna katalizowana jest
przez dwufunkcyjne glikozylazy DNA z rodziny
DEMETER w trakcie naprawy btedoéw replikacyjnych
(Liiin. 2018), jest takze zwigzana z modyfikacja-
mi histonéw i najprawdopodobniej, niekodujacego
RNA (Parrilla-Doblas i in., 2019, Zhang i in., 2012).
U ssakow ilos¢ SmdC w stosunku do catkowitej ilo-
$ci dC wynosi 3-4%, co w proporcji do wszystkich
nukleozydow stanowi 0,75-1%. (Guz i in., 2010).
Ocenia sig, ze u ssakow 70-80% dinukleotydow
CpG w catlym genomie jest zmetylowanych (Law
i Jacobsen, 2010). W roslinach ilo$¢ zmetylowane;j
cytydyny w genomie wynosi 20-30% (Finnegan
i in., 1998). U Arabidopsis thaliana obserwuje si¢
poziom metylacji CpG, CpXpG i CpXpX odpo-
wiednio okoto 24%, 6,7% i 1,7% (Law i Jacobsen,
2010). Stopien metylacji DNA zmienia si¢ wraz
z wiekiem tkanek, a metylacja niezwigzana z wy-
spami CpG jest charakterystyczna dla rdznicuja-
cych sie komorek (Peredo i in., 2006).

Proces androgenezy in vitro, ktéremu poddaje
si¢ haploidalne mikrospory pozwala na przepro-
gramowanie ich rozwoju z gametofitowego, pro-
wadzacego do powstania funkcjonalnych ziaren
pytku, na sporofitowy, w wyniku ktérego uzyskiwa-
ne sg zarodki a z nich rosliny. Proces ten zwigzany
jest ze zmianami metylacji genomowego DNA. Acz-
kolwiek aspekty regulacji epigenetycznej zarowno
rozwoju zarodkow jak i chorob nowotworowych
sa dos¢ dobrze poznane u ssakow (Guz i in., 2010),
to sposob resetowania wzorow metylacyjnych DNA
roslinnego pozostaje w duzej mierze niezbada-
ny. Zmiany wzoréw metylacyjnych genomowego
DNA w tkankach ro$linnych moga pojawia¢ si¢ pod
wplywem stresow §rodowiskowych i sg zwigzane z
systemem sygnalnym indukowanym w komorkach
przez zmiany potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego
(Bednarek i Ortowska, 2020). Wykazano, ze zmia-
ny te sa specyficzne dla poszczegdlnych gatunkdw,
a nawet roznig si¢ w obregbie genotypow (Karan
iin., 2012). Réwniez regeneracja roslin w kulturach
in vitro indukuje zmienno$¢ w poziomie metylacji
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DNA. Zalezy ona od systemu otrzymywania
regenerantoéw, genotypu roslin  donorowych,
eksplantatu, sktadu pozywki a takze czasu trwania
kultury. Do czynnikéw ktore potencjalnie moga
wplywaé na metylacj¢ DNA mozemy zaliczy¢ row-
niez $wiatlo. Stwierdzono, ze ilo$¢ metylowanej
cytydyny w DNA regenerantow DH jeczmienia
uzyskanych w procesach androgenezy jak i soma-
tycznej embriogenezy ro$nie w poréwnaniu do ro-
$liny donorowej natomiast w genomie pszenzyta
— maleje (Machczynska i in., 2014; Ortowska i in.,
2016). Jednakze jezeli zostanie przeprowadzony ko-
lejny cykl generatywny jeden lub wiecej, to w ko-
lejnych pokoleniach otrzymywanych w ten sposob
ilo$¢ SmdC stabilizuje si¢. Zmianom ilo§ciowym
towarzysza zmiany wzorow metylacyjnych (Bed-
narek i1 Ortowska, 2020; Machczynska i in., 2014;
Niedziela, 2018; Ortowska i in., 2016).

Ilosciowa analize zmian metylacji genomu
mozna prowadzi¢ za pomocg chromatografii cie-
czowej RP-HPLC (Reversed Phase-High Perfor-
mance Liquid Chromatography). Metoda RP-HPLC
byta stosowana do analizy zmian poziomu metyla-
cji DNA roslin zbozowych znajdujacych si¢ pod
wpltywem stresu abiotycznego (Niedziela, 2018)
oraz w badaniach wptywu kultur in vitro na regene-
ranty jeczmienia (Ortowska i in., 2016) i pszenzyta
(Machczynska 1 in., 2014). Celem obecnej pracy
byto sprawdzenie, czy modyfikacja procesu andro-
genezy w kulturach pylnikowych in vitro, polega-
jaca na zastosowaniu $wiatla monochromatycznego
na etapie indukcji kalusa, wptywa na zmiany pozio-
mu metylacji genomowego DNA regenerantow.

Material i Metody

Material do badan stanowit DNA z lisci rege-
nerantow jeczmienia jarego (Hordeum vulgare
L.) genotypu 2dh/8, uzyskanych w kulturach pyl-
nikowych prowadzonych w réznych warunkach
oswietleniowych na etapie formowania kalusa
na pozywce indukujacej. Regeneranty byly upra-
wiane w platach, w fitotronie, w temperaturze
18/14°C 1 fotoperiodzie 16/8h dzien/noc. DNA
izolowano z lisci roslin w stadium krzewienia.
Stopien ploidalnosci uzyskanych regenerantow
okreslono przy uzyciu cytometru przeplywowe-
go CyFlow Ploidy Analyser (Sysmex Polska Sp.
Z 0. 0.). Sposob realizacji tego etapu do$§wiadcze-
nia 1 jego szczegolowe wyniki sg przedmiotem
odrgbnej publikacji (Siedlarz i in., 2020). Grupg
badang stanowit DNA regenerantéw uzyskanych
w wyniku androgenezy in vitro modyfikowanej w fa-
zie indukcji kalusa przez §wiatlo monochromatycz-
ne LED: niebieskie 454,63 nm, zielone 525,95 nm
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i czerwone 630,84 nm a grup¢ kontrolng DNA re-
generantow uzyskanych w standardowych warun-
kach, tj. przebiegajacej w ciemnosci fazie indukcji
kalusa (Orlowska i in., 2016, Bednarek i Ortowska,
2020, Siedlarz i in., 2020). DNA izolowano z par
regeneratow uzyskanych z pylnikéw tego samego
ktosa: 10 w warunkach kontrolnych i 10 w warun-
kach modyfikowanych §wiattem. W sumie 60 préb
DNA zostalo wyizolowanych z lisci roslin w fazie
krzewienia za pomocg zestawu DNasy Mini Prepkit
(Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy), zgodnie z meto-
dyka producenta. Stezenie oraz czystos¢ DNA ozna-
czono przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis Nano-
Drop 2000¢/2000 (Thermo Scientific, USA). Jakos$¢
prob zweryfikowano elektroforetycznie w 1,4% ze-
lach agarozowych.

Ilosciowa ocene¢ stopnia metylacji DNA pro-
wadzono technika RP-HPLC przy uzyciu syste-
mu Waters 625 LC z detektorem Waters 996 PDA
(Johnston i in., 2005, Ortowska i in., 2016). Po
denaturacji DNA w 100°C proby trawiono za po-
mocg nukleazy P1, a nast¢pnie oznaczono dC oraz
SmdC po rozdziale w warunkach izokratycznych
na kolumnie Max-RP C12, 4 um, 150x4,6 mm,
firmy Phenomenex (USA), potaczonej z przedko-
lumng 4u Max-RP C12, wymywanymi eluentem
o gradiencie linearnym: 0 — 55% buforu B w czasie
0 - 10 min., 55 — 100% B w czasie 10,1 - 20 min,
nastgpnie 100% buforu A przez 5 min, przy przepty-
wie 1 ml/min, gdzie bufor A to: 0.5% metanol w 10
mM KH2PO4 pH 3,7 oraz bufor B to: 10% metanol
w 10 mM KH2PO4 pH 3,7. Detekcje prowadzono
spektrofotometrycznie w przy dlugosci fali A = 280
nm. Za pomocg oprogramowania Millennium 32 v.
4.0 okreslano procentowy udzial 5-metylocytyzyny
(5mdC) w analizowanych preparatach. Dla kazdej
badanej proby wyznaczano warto$¢ procentowsq
catkowitej metylacji genomowego DNA z ilorazu
zawartosci 5-metyl-2’-deoksycytydyny w stosunku
do sumy: 2’-deoksycytydyny i 5-metyl-2’-deoksy-
cytydyny: SmdC [%] = [SmdC / (5SmdC + dC)] x
100. Uzyskane wyniki poddano analizie wariancji
ANOVA i wyznaczono grupy jednorodne na pod-
stawie testu Tukeya.

Wyniki i Dyskusja

Poprzez zrealizowane do$wiadczenie spraw-
dzono czy modyfikacja procesu androgenezy
in vitro polegajaca na zastosowaniu $wiatla
monochromatycznego na etapie indukcji kalusa,
wplywa na zmiany poziomu metylacji genomowe-
go DNA regenerantow. Analizie ilo§ciowej podda-
no DNA wyizolowane z 60 roslin, a doktadniej 30
par roslin, uzyskanych w warunkach kontrolnych

i modyfikowanych $wiatlem. Poniewaz rosling
donorowg charakteryzowat ustabilizowany poziom
metylacji DNA, gdyz pochodzita ona z rozmnozen
generatywnych (Ortowska 1 in., 2016), zaktada-
my, ze zmiany zaobserwowane w niniejszym do-
$wiadczeniu zostaty indukowane przez §wiatto. Nie
ma dostepnych informacji, ile doktadnie cykli ge-
neratywnych jest potrzebnych do ustabilizowania/
wyeliminowania (jesli to w ogdéle mozliwe) wpty-
wu kultur tkankowych na poziom metylacji DNA.
Niemniej jednak wykazano, ze zarbwno w genomie
jeczmienia jak i pszenzyta poziom metylacji stabi-
lizuje si¢ po jednym/dwoch cyklach (Machczynska
i in., 2014, Orlowska i in., 2016). Tak wiec, aby
ustabilizowa¢ zmiany metylacji DNA indukowa-
ne w regenerantach podczas hodowli tkankowych
in vitro, nalezy rozwazy¢ zastosowanie jako po-
tomstywo regenerantow jako rosliny donorowe.
Catkowity zakres zmian metylacyjnych genomu
jeczmienia oznaczony w obecnym eksperymencie
byl niewielki i zawieral si¢ w granicach 21,12-
21,87%. Rowniez Ortowska i in. (2016) wykazata
dla odmiany jeczmienia Scarlett stopien metylacji
genomu rosliny donorowej 17,86% natomiast za-
kres zmiennosci catkowitej metylacji DNA regene-
rantéow 1 kolejnych dwoéch pokolen generatywnych
zawierat si¢ w granicach 19,88-20,09%. Machczyn-
ka i in. (2014) dla pszenzyta (odmiana Bogo) wy-
kazata podobny trend. Niezaleznie od metody pro-
wadzenia kultur in vitro (androgeneza w kulturach
pylnikowych vs embriogeneza) catkowita metyla-
cja DNA, oznaczana technikg RP-HPLC wynosita
25,4% w przypadku ro$lin donorowych, w genera-
tywnie otrzymanym pierwszym pokoleniu obnizata
si¢ do 23,6% a nastepnie nieco si¢ podnosita, rozni-
cujac P2 od P1, lecz juz nie réznicowata dalszych
pokolen. Nalezy zauwazy¢, ze poziom catkowitej
metylacji DNA jak rowniez zmiana poziomu mety-
lacji w skutek rozmnazania in vitro zaleza od geno-
mu; np. stopien metylacji DNA roslin donorowych
goryczki panonskiej (Gentiana pannonica Scop),
wynosit 22,3%, podczas gdy u regenerantow zawie-
rat si¢ w granicach 28,1 —30,9% (Fiuk i in., 2010).

W  prezentowanym obecnie doswiadczeniu
catkowita ilos¢ 5dmC w DNA ro$lin kontrolnych
wynosita $rednio 21,4% 1 nie rd6znicowata
badanych regenerantow uzyskanych w warunkach
niemodyfikowanych $wiatlem (Tab. 1). Natomiast
w grupie regenerantdow uzyskanych przy uzyciu
swiatta na etapie indukcji kalusa zaobserwowano
roznice: dla warunkéw $wiatla niebieskiego ilos¢
5dmC byta najmniejsza, istotnie rézna od warto-
$ci zarejestrowanej dla paralelnych ro$lin kontrol-
nych natomiast dla $wiatta zielonego, najwigksza
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i rowniez rozna od grupy kontrolnej (Tab. 1). Wy-
niki uzyskane dla grupy poddanej dzialaniu $wia-
tla czerwonego byly ambiwalentne. Nie roznity
si¢ istotnie od warto$ci uzyskanej dla grupy roslin
spod $wiatta niebieskiego, jednakze nie r6znily si¢
takze od roslin kontrolnych. R6znica w ilosci zme-
tylowanej cytydyny migdzy kontrolg a $wiattem
wynosita srednio: +0,40%, +0,16% oraz —0,55%
dla $wiatla niebieskiego, czerwonego oraz zie-
lonego (Rys. 1). W regenerantach uzyskanych
spod o$wietlacza czerwonego, réznice wzgledem
kontroli wahaty si¢ od —0,86% do +0,92%. Wy-
niki dla tego zakresu widma $§wiatta widzialnego
s ambiwalentne 1 wymagajg dalszych badan.
Opisane w literaturze zmiany w poziomie glo-
balnej metylacji cytydyny w roslinach zbozowych
indukowane  pod  wplywem  rozmnazania
generatywnego dotyczyly gltownie poréwnywan
miedzy ro$linami donorowymi i regenerantami
w warunkach standardowych dla laboratorium
prowadzacego te eksperymenty, badz migdzy

Tabela 1

Table 1

Srednia ilo§é zmetylowanej cytydyny [%] w DNA
genomowym regenerantéw jeczmienia uzyskanych
na drodze androgenezy w warunkach standardowych
(kontrola) oraz w warunkach modyfikowanych przez
Swiatlo monochromatyczne o barwie niebieskiej, zielonej

badz czerwonej.

The average amount of methylated cytidine [%] in the

genomic DNA of barley regenerants obtained by andro-

genesis under standard conditions (control) and conditions
modified by blue, green or red monochromatic light.

5dmC [%]

warunki androgenezy
androgenesis condition

Swiatto kontrola $wiatlo

light control light

niebieskie 21.52a 21.12 b **

blue

zielone 21.32a 21.87 a **

green

czerwone 21.45a 21.29 bnd

red

Wartosci  oznaczone tq samq literq nie roznig sie istotnie

w grupie regenerantow kontrolnych (kontrola) i grupie regenerantow
uzyskanych w warunkach modyfikowanych swiattem (swiatlo) (liczby
w kolumnie)

** stotna roznica z P > 95% (nd — brak rozinic) pomiedzy
stopniem  metylacji  regenerantow  uzyskanych w  warunkach
kontrolnych —a  stopniem  metylacji  regenerantow  uzyskanych
w warunkach modyfikowanych swiattem (liczby w wierszach)

Values marked with the same letter do not differ significan-
tly in the group of control regenerants (control) and the group
of regenerants obtained under conditions modified by light (light)
(numbers in a column)

** significant difference with P > 95% (nd - no differences)
between the level of methylation of regenerants obtained under control
conditions and the level of methylation of regenerants obtained under
conditions modified by light (numbers in rows)
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zastosowanymi systemami regeneracji roslin. Inte-
resujace jest, ze w obrebie gatunku Hordeum vul-
gare L. hodowla in vitro form dzikich powodowata
zmiany metylacji cytozyny zaréwno pod wzgle-
dem poziomu, jak i wzoru w poréwnaniu z rosling
donorowg u ktorej stwierdzano wyzszy poziom me-
tylacji (Li i in., 2007). Odwrotng zaleznos$¢ obser-
wowano w przypadku jeczmienia odmiany Scarlett,
gdyz najnizsza srednig warto$¢ globalnej metylacji
zaobserwowano u ro$lin donorowych, podczas gdy
srednia warto$¢ dla regenerantow i ich potomstwa
wynosita odpowiednio 20% i 20,13%. (Orlow-
ska 1 in., 2016). W DNA pszenzyta obserwowano
wyzszy poziom metylacji dla roslin uzyskanych
w kulturach samoistnie uwalniajacych si¢ mikro-
spor, w poréwnaniu do regenerantow z kultury
niedojrzalych zarodkow zygotycznych. Wykazano
roéznice mi¢dzy roslinami donorowymi a regeneran-
tami. Srednia metylacja genomu ro$lin donorowych
wynosita 25,4%, natomiast regenerantow 24,1%,
pierwszego pokolenia generatywnego 23,6%, dru-
giego 23,8% i trzeciego pokolenia generatywnego
23,9%. (Machczynska i in., 2014). Zmiany w po-
ziomie metylacji genomowego DNA sg charakte-
rystyczne dla kazdego gatunku, zaleza roéwniez
od warunkow hodowli in vitro. Ekspozycja na $wia-
tlo UV-B sadzonek bylicy rocznej, uzyskanych
z pedéw merystemu wierzchotkowego, indukowata
znaczace obnizenie calkowitego poziomu metylacji
DNA (Pandev i Pandev-Rai. 2015). Przedstawione
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X
3 0,00
£
et
-0,50
-1,00
niebieski zielony czerwony
blue green red
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Rys. 1. Srednie réinice [%] w ilosci zmetylowanej cy-
tydyny w DNA regenerantéw uzyskanych na drodze
androgenezy prowadzonej w warunkach kontrolnych
i warunkach modyfikowanych $§wiatlem niebieskim,
zielonym i czerwonym z zaznaczong warto$cia odchyle-
nia standardowego, na podstawie wynikéw uzyskanych
dla 10 par regenerantéw z kazdych warunkéw §wietlnych.

Fig. 1. Average differences [%] in the amount of methylated
cytidine in the DNA of regenerants obtained by androge-
nesis under control conditions and conditions modified by
blue, green and red lights, with marked standard deviation,
based on the results obtained for 10 pairs of regenerants
from each light condition.



BIULETYN IHAR Nr 288 / 2020

Zmiany ilosciowe metylacji DNA indukowane przez $wiatto monochromatyczne u regenerantéw jeczmienia...

wyniki wskazuja, ze rdwniez rodzaj zastosowane-
go $wiatta monochromatycznego w trakcie indukcji
kalusa w kulturach pylnikowych in vitro wywoluje
zmiany w poziomie metylacji genomowego DNA,
W sposob zalezny od zastosowanej dlugosci fali
$wiatta, czyli od koloru $wiatta monochromatycz-
nego.

Whioski

Wykorzystanie $wiatla monochromatycznego

w androgenezie w czasie inkubacji pylnikow
na pozywce indukujacej wpltywa na niewielkie,
lecz istotne zmiany metylacji DNA genomowe-
go. Poziom metylacji jest zalezny od dlugosci fali
zastosowanego §wiatla.

Czes¢ wynikow zostata zaprezentowana podczas
Konferencji Dni Mtodego Naukowca w 2019 r.
w Radzikowie.
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