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Analiza zmiennosci somaklonalnej indukowanej
w kulturach in vitro u roslin zbozowych

Analysis of somaclonal variation induced in cereals tissue cultures

Stowa kluczowe: AgNO;, androgeneza, CuSO,, metoda Taguchiego, optymalizacja, somatyczna
embriogeneza, zbozowe kultury tkankowe

Prace w prezentowanym zadaniu w 2018 roku realizowano w trzech tematach
badawczych z nastgpujacymi celami:

— uzyskanie regenerantOw jeczmienia, pszenicy i pszenzyta z roslin donorowych
w kulturach niedojrzatych zarodkéw zygotycznych oraz w kulturach pylnikowych
wedlug parametrow prowadzenia kultur in vitro uzyskanych w procesie optymalizacji,

— uzyskanie genomowego DNA z regenerantdOw jeczmienia, pszenicy i pszenzyta oraz
wykonanie analiz technikg metAFLP na pozyskanym DNA,

— przygotowanie matryc zerojedynkowych z autoradiogramow otrzymanych z analizy
technika metAFLP dla DNA regenerantow jeczmienia, pszenicy i pszenzyta.
Okreslenie  zmiennoSci genetycznej 1 metylacyjnej indukowanej in vitro
u regenerantOw jeczmienia (genotyp 2dh/8), pszenicy (genotyp P2/9, Svilena)
i pszenzyta (genotyp 28/2) z do§wiadczenia weryfikujacego proces optymalizacji.

MATERIALY I METODY

Regeneranty zostaly wyprowadzone z roslin donorowych (Dopt), ktére otrzymano
w ubiegltym roku (2017) trwania projektu. Embriogeneza somatyczna byla prowadzona
z 36 sztuk roslin donorowych (po 12 roslin z kazdego gatunku: jeczmien genotyp-2dh/8,
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pszenica genotyp-P2/9 i pszenzyto genotyp-28/2). Do etapu indukcji zastosowano
pozywke MS (Murashige i Skoog, 1962) z dodatkiem 2mg/l 2,4D dla wszystkich
gatunkoéw. Kazda pozywka indukujgca zostata wykonana w czterech réznych wariantch
(tab. 1) ze wzgledu na dodatek CuSQO4, AgNO; oraz rézny czas utrzymania zarodkow na
tej pozywcee, wg warunkow zoptymalizowanych metoda Taguchiego.

Tabela 1
Zestawienie warunkow zoptymalizowanych wg metody Taguchiego — doswiadczenie weryfikujace.
M10 — warunki kontrolne, M11 — warunki zoptymalizowane w kierunku uzyskania maksymalnej
liczby zielonych regenerantéw na 100 wyloZzonych pylnikow, M12 — warunki zoptymalizowane
w kierunku maksymalnej calkowitej zmienno$ci indukowanej w kulturach in vitro (TTCIV — Total
Tissue Clture Induced Variation), M13 — warunki zoptymalizowane w kierunku minimalnej TTCIV

Gatunek Somatyczna embriogeneza Androgeneza
Jeczmich CuSO, AgNO; Czas CuSO, AgNO; Czas
(M) uM) (dni) M) uM) (dni)
M10 kontrola 0,1 0 21 0,1 0 21
M11 MAX Z REG/100Pyl - - - 10 30 21
MI12 MAX TTCIV 10 60 28 10 60 21
M13 MIN TTCIV 2,76 30 34 2,95 15 28
P . CuSOy4 AgNO; Czas CuSOy4 AgNO; Czas
szenica . .
(M) uM) (dni) (M) (M) (dni)
M10 kontrola 0,1 0 28 0,1 0 35
M11 MAX Z REG/100Pyl - - - 0,1 60 37
MI12 MAX TTCIV 10 60 28 0,1 60 37
M13 MIN TTCIV 1 0 42 10 25 35
. CuSO4 AgNO; Czas CuSOy4 AgNO; Czas
Pozenzvto (uM) (uM) (dni) (uM) (uM) (dni)
10M kontrola 0,1 0 28 0,1 0 35
M11 MAX Z REG/100Pyl - - - 10 0 49
MI12 MAX TTCIV 0 60 42 0,1 60 49
M13 MIN TTCIV 10 30 42 10 0 23

Do regeneracji zastosowano pozywke K4 (Kumlehn i in.,, 2006) z ImM BAP
dla jeczmienia oraz 190-2 (R1) (Zhuang i Xu, 1983) uzupelniona regulatorami wzrostu
(Pauk et al. 1991), 0,5mg/l NAA i 0,5mg/l kinetyng dla pszenicy i pszenzyta.
Zregenerowane, zielone rosliny przeniesiono do kolb na pozywke ukorzeniajaca
jednakowg dla wszystkich gatunkow: 190-2 (N4J) z 2 mg/l IAA.

Androgeneza byta prowadzona z 48 roslin donorowych (po 12 roslin jeczmienia
genotyp-2dh/8 1 pszenicy odmiana Svilena oraz 24 rosliny pszenzyta genotyp-28/2).
Klosy chodzono w 4°C przez 3—4 tygodnie w zalezno$ci od gatunku w ciemnos$ci. Pylniki
wylozono na nastepujace pozywki indukujace: N6 (Chu 1987), (makro i mikroelementy
(Li 1 in. 1988) z dodatkiem 80 g/l maltozy oraz z dodtkiem 2 mg/l 2,4D, 0,5 mg/l NAA
10,5 mg/l kinetyny dla jeczmienia, C17 z 2 mg/l 2,4D dla pszenicy orazz 190-2 (SM)
(Zhuang 1 Xu, 1983) uzupelniona 90 g/l maltozy, 438mg/l glutaminy, 2 mg/l 2,4-D oraz
0,5 mg/l kinetyny dla pszenzyta. Kazda pozywka indukujaca zostala wykonana
w czterech roéznych wariantch (tab. 1) z uwzglednieniem odpowiedniej ilosci CuSOy,
AgNO; oraz réznego czasu utrzymania pylnikdbw na tej pozywce. Regeneracje
regenerantOw prowadzono na pozywkach: K4 (z 0,225 mg/l BAP dla jeczmienia
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(Kumlehn 1 in., 2006) i 190-2 (R1) (Zhuang i Xu, 1983) uzupekliona regulatorami
wzrostu (Pauk i in., 1991), 0,5 mg/l NAA i 0,5mg/] kinetyng dla pszenicy i pszenzyta.
Zielone regeneranty ukorzeniano w kolbach na pozywce 190-2 (NgJ) z 2 mg/l IAA
jednakowej dla wszystkich gatunkow.

Efektywnos¢ pozyskiwania podwojonych haploidow (DH) okreslono jako ilos§¢
regenerantdOw o podwojonym garniturze chromosomowym (DH) do wszystkich zielonych
regenerantow (DH + H — zielone regeneranty haploidalne) i wyrazono w procentach.

W celu poréwnania wynikow z roéznych wariantow doswiadczen obliczenia
wykonywano na liczbie zielonych regenerantow przypadajacych na 100 wyloZzonych
pylnikow. W oparciu o uzyskane wyniki przeprowadzono testy F analizy wariancji
(ANOVA) wraz z grupowaniem $rednich za pomoca procedury Tukeya przy zalozonym
poziomie istotnosci o = 0,05.

Z siewek regenerantéw jeczmienia (genotyp 2dh/8), pszenicy (genotyp P2/9, Svilena)
i pszenzyta (genotyp 28/2) wykonano ekstrakcje DNA (Qiagen). llo§¢ DNA oszacowano
spektrofotometrycznie a czystos¢ oraz integralnos¢ preparatow zweryfikowano w zelu
agarozowym. Tak pozyskane DNA przygotowano do techniki metAFLP i wykoanano
analizy ta technikg z 8 parami selektywnych starterow. Z uzyskanych elektroforegramow
policzono prazki DNA i przygotowano dane do szacowania zmienno$ci genetycznej
i metylacyjnej w badanym materiale ro§linnym.

Policzono wszystkie uzyskane fragmenty DNA dla regenerantéw jeczmienia (genotyp
2dh/8), pszenicy (genotyp P2/9, Svilena) oraz pszenzyta (genotyp 28/2) otrzymane
w roéznych warunkach kultur in vitro na drodze somatycznej embriogenezy i andro-
genezy. Z policzonych prazkdéw DNA utworzono matryce zerojedynkowe dla DNA
cigtego enzymami Acc651/Msel oraz Kpnl/Msel. Zastosowane w technice metAFLP
enzymy bedace izoschizomerami pozwolity na okreslenie zmian indukowanych
w kulturze in vitro na poziomie DNA (Machczynska, 2014). W oparciu o przedstawiony
system wyliczen, przy uzyciu specjalnie stworzonego arkusza kalkulacyjnego zostaly
wyliczone ilo$ci poszczegdlnych zmian powstatych pod wpltywem dziatania kultury
tkankowej: TTCIV — calkowita zmienno$c indukowana w kulturach in vitro
(SV+DMV-+DNMV); SV — zmiennos$¢ sekwencyjna; DMV — demetylacja; DNMV —
metylacja de novo. Okre$lono takze zmian¢ metylacji Xmet jako réznice metylacji de
novo i demetylacji genomu: Xmet = metylacja de novo — demetylacja.

W oparciu o uzyskane wyniki uzyskane dla roéznych charakterystyk metAFLP
przeprowadzono testy F analizy wariancji (ANOVA) wraz z grupowaniem S$rednich
za pomoca testu Tukeya (poziomie istotnosci a=0,05). Przetestowano czy wystepuja
réznice migdzy: wariantami do$wiadczenia M10, M12, M13 w obrgbie TTCIV; typami
zmienno$ci SV, DMV i DNMV w obrgbie TTCIV; zmienno$cig sekwencyjna (SV)
azmiang metylacji (Xmet); wariantami do$wiadczenia M10, M12, M13 w obrebie
poszczegblnych typow zmiennosci SV, DMV i DNMV. Testowano korelacje miedzy
zmiennos$cig sekwencyjng (SV) a zmiang metylacji Xmet. W tym celu wykonano analizg
korelacji okreslajac wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona r. Wszystkie obliczenia
statystyczne wykonano w programie XLSTAT2018.Ink.
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WYNIKI

Aby otrzymaé¢ zaplanowane ilosci regenerantOw wyltozono na pozywki indukujace
od 786 do 1639 zarodkéw oraz od 2153 do 17152 pylnikéw z roslin donorowych
jeczmienia, pszenicy i1 pszenzyta. Proces somatycznej embriogenezy w kulturach
niedojrzalych zarodkdéw zygotycznych badanych gatunkdéw zboz pozwolit na otrzymanie
w sumie 90 regenerantow po 30 roslin dla kazdego gatunku.

Proces androgenzy w kulturach pylnikowych skutkowal uzyskaniem od 13 do 79
zielonych regenerantow w zaleznos$ci od badanego gatunku i wariantu do$wiadczenia.
Wséréd uzyskiwanych regenerantow obserwowano ro$liny albinotyczne. Efektywnosé
spontanicznego podwojenia wynosita od 15 do 55% w zaleznos$ci od gatunku.

Dla wszystkich badanych gatunkéw zbo6z okreslono ilos¢ zregenerowanych zielonych
ros$lin przypadajgcych na 100 wylozonych pylnikow w warunkach majgcych na celu
maksymalizacj¢ produkcji zielonych regenerantow w kulturach pylnikowych (M11)
wariant dos$wiadczenia w warunkach zoptymalizowanych i w warunkach kontrol-
nych(M10) (tab. 2).

Tabela 2
Zestawienie ilo$ci zielonych oraz albinotycznych regenerantéw w przeliczeniu na 100 wylozonych
pylnikéw dla jeczmienia, pszenicy oraz pszenzyta uzyskanych w do§wiadczeniu weryfikujacym
warunki zoptymalizowane wedlug metody Taguchiego. M10 — warunki kontrolne, M11 — warunki
zoptymalizowane. WartoSci w tabeli oznaczone ta sama litera nie réznia si¢ istotnie (a = 0,05) wedlug
grupowania testem Tukeya. F-warto$¢ statystyki ANOVA, p-prawdopodobienstwo

Zregenerowane roslin Wariant Gatunck
e Y do$wiadczenia jeczmien | pszenica |  pszenzyto

M10 0,95° 4,95° 0,55

. MI1 1,97 7,99° 1,61°
Zielone regeneranty F 2956 0.814 12716

p 0,142 0.375 0,001

MI10 6,45° 2,217 1,05

Albinotyczne regeneranty M}l ! 19’31 ;)7 g ’2575 (())’; 22 6
p 0,251 0,505 0,636

Analiza iloéci uzyskanych zielonych i albinotycznych regenerantdéw w warunkach
kontrolnych (M10) i zoptymalizowanych (M11) wykazata, obniZenie ilo$ci regenerantow
albinotycznych w stosunku do regenerantow zielonych u jeczmienia i pszenzyta, zas
u pszenicy ten stosunek nie ulegl zmianie.

Warianty doswiadczenia M10, M12 i M13 dostarczyly regenerantow, do badan
majacych na celu optymalizacje w kierunku maksymalizacji (M12) lub minimalizacji
(M13) calkowitej zmiennosci indukowanejw kulturach in vitro (TTCIV). Uzyskano
w sumie 185 roslin.

Analizy molekularne obejmowaty ekstrakcj¢ genomowego DNA z regenerantow
uzyskanych w warunkach zoptymalizowanych metoda Taguchiego. Jakos¢ DNA
wyizolowanego z lisci regenerantow sprawdzono w zelu agarozowym, po czym
przygotowano do techniki metAFLP. Wykonano rozdzialy metAFLP dla 185
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regenerantOw jeczmienia, pszenicy i pszenzyta oraz dla odpowiadajacych im roslin
donorowych (9 ro$lin jeczmien, 7-pszenica, 10-pszenzyto). W sumie amplifikowano 502
fragmenty dla roslin jeczmienia, 693 dla pszenicy i 666 dla pszenzyta dla DNA cigtego
obydwoma zestawami enzymoéw restrykeyjnych (Acc651/Msel i Kpnl/Msel). Srednio dla
kazdego gatunku identyfikowano 31, 43 i 42 fragmenty DNA przypadajace na pare
starterow.

W  eksperymencie weryfikujagcym ANOVA wykazata istotne rdéznice migdzy
poszczegdlnymi wariantami do$wiadczenia weryfikacyjnego dla TTCIV tylko
w przypadku regenerantow jgczmienia uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy
Zgodnie z grupowaniem Tukeya warunki zoptymalizowane w kierunku najwyzszej
(M12) i najnizszej wartosci TTCIV (M13) réznity si¢ istotnie od siebie (F = 10,379;
p = 0,000).

Wykazano istotne réznice migdzy typami zmienno$ci wchodzacymi w sktad TTCIV
poza regenerantami pszenicy uzyskanymi na drodze somatycznej embriogenezy.
Dominujagcym typem zmienno$ci byla zmienno$¢ sekwencyjna, za§ wsrod zmian
dotyczacych metylacji przewazata demetylacja poza regenerantami jeczmienia uzyska-
nymi na drodze androgenezy gdzie wyzsza byta metylacja de novo.

Dla wszystkich badanych grup regenerantow istotna byta r6znica miedzy zmiennoscia
sekwencyjng a warto$cig zmiany metylacji. Test Pearsona wykazal dla wszystkich
materialow roslinnych ujemng korelacj¢ zmienno$ci sekwencyjnej i zmian metylacji
Wzrost warto$ci zmienno$ci sekwencyjnej wigzal si¢ z obnizeniem warto$ci Xmet.

Analiza wariancji wykonana dla wariantéw do$wiadczenia M10, M12 i MI13 dla
typow zmiennos$ci u poszczegdlnych gatunkow nie wykazata roznic dla regenerantow
jeczmienia wyprowadzonych na drodze androgenezy oraz dla regenerantow pszenicy
i pszenzyta uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy. Dla pozostatych grup
regenerantOw obserwowano zréoznicowanie mi¢dzy wariantami doswiadczenia.

WNIOSKI I PODSUMOWANIA

1. Zastosowanie metody Taguchiego pozwolito na wytypowanie warunkow
zoptymalizowanych w kierunku produkcji maksymalnej ilo$ci zielonych regene-
rantow.

2. W warunkach zoptymalizowanych obserwowano obnizenie ilosci roslin albino-
tycznych w stosunku do zielonych regenerantdOw u jeczmienia i pszenzyta.

3. Podjete prace pozwolity na przygotowanie preparatdw DNA z badanych gatunkow
zboz do analiz molekularnych.

4. Wykonane prace pozwolily na uzyskanie elektroforegraméw do okreslenia iloscio-
wych charakterystyk metAFLP dotyczacyh zmiennos$ci indukowanej w trakcie
pozyskiwania regenerantow na etapie weryfikacji warunkéw zoptymalizowanych
na podstawie metody Taguchiego.

5. Zastosowanie metody Taguchiego do procesu optymalizacji pozwolito ograniczy¢
ilo§¢ powtorzen w przypadku testowania kilku czynnikoéw jednoczesnie.
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10.

Zaproponowana metoda pozwolita na opracowanie takich warunkow prowadzenia
kultur in vitro, ktéore umozliwiajg uzyskanie regenerantdw, zaroOwno o najwyzszym,
jak 1 najnizszym poziomie zmiennosci indukowanej w kulturach.

Zastosowane podejscie na poziomie TTCV dato wynik pozytywny w przypadku
regenerantoOw jeczmienia uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy, nie
oznacza to jednak, Ze metoda nie pozwolita na optymalizacje¢ warunkoéw regeneracji.
Analiza statystyczna wykonana dla regenerantow M10, M11 i M12 u j¢czmienia
uzyskanego na drodze somatycznej embriogenezy oraz pszenicy 1 pszenzyta
uzyskanych na drodze androgenezy wykazala, ze réznice pomigdzy M10, M11 i M12
wystepujg na poziomie typow zmiennosci, co S$wiadczy o tym, ze metoda Taguchiego
umozliwia optymalizacje warunkow uzyskania regenerantow dla tych gatunkoéw zboz
w ww. typach kultur in vitro.

Stwierdzono, ze zar6wno w przypadku somatycznej embriogenezy jak i androgenezy
u wszystkich gatunkéw wzrost zmian sekwencyjnych jest ujemnie skorelowany
z demetylacja genomu.

Uzyskane dane pokazuja, ze bazowanie na TTCV, jako wskazniku zmienno$ci bez
analizy poszczegolnych charakterystyk jakosciowych metAFLP (SV, DMN, DNMN)
moze dawac mylace wyniki.
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