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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego
w  produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.19.2018, Zadanie 89.

Molekularna charakterystyka wptywu elementow
mobilnych na zmiennos¢ genetyczng w zbozowych
kulturach in vitro

Molecular characterization of the impact of transposable elements on genetic
variation in cereals tissue cultures

Stowa kluczowe: jeczmien, kultury tkankowe, MSTD, retrotranspozony

W roku sprawozdawczym 2018 zaplanowano do wykonania cztery tematy badawcze

z nastepujgcymi celami:

— uzyskanie genomowego DNA z regenerantow jeczmienia do analiz technikami RP-
HPLC, MSTD,

— oszacowanie poziomu globalnej metylacji DNA dla 80 regenerantéw jeczmienia przy
uzyciu  techniki RP-HPLC  (Reversed-Phase  High-Performance  Liquid
Chromatography),

— wykonanie analiz MSTD na DNA regenerantdow jeczmienia — uzyskanie
autoradiograméw,

— uzyskanie roslin bedacych generatywnym potomstwem regenerantOw jeczmienia.
Analizy molekularne obejmowaty ekstrakcje genomowego DNA z regenerantow

jeczmienia (genotyp 2dh/8) uzyskanych na drodze androgenezy w kulturach

pylnikowych. Wyziolowany genomowy DNA rozdzielono w 1,4% zelach agarozowych
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Jeczmien

w celu sprawdzenia jego integralnosci. Ilos¢ DNA oszacowano spektrofotometrycznie.
Uzyskano DNA w odpowiedniej ilosci i jako$ci do dalszych analiz.

Okreslono poziom globalnej metylacji DNA u regenerantow jeczmienia (80 roslin)
uzyskanych w kulturach pylnikowych z 4 ro$lin donorowych (D). Analiza catkowitej
metylacji cytydyny (5mdC) genomowego DNA wykonana metoda RP-HPLC wykazata,
ze $rednio 21,31% (+0,41) cytydyny uleglo metylacji. Dla poszczegoélnych zestawow
regenerantoOw wyprowadzonych z 4 réznych roslin donorowych uzyskano odpowiednio:
JRP72-21,50%, JRP68-21,30%, JRP69-21,22% i JRP70-20,15%. Wykazano istotne
roznice (F = 133,274, p = 0,0001) migedzy poszczegdlnymi zestawami regenerantOw
a roslinami donorowymi uzyskanymi w ubieglym roku sprawozdawczym (Sprawozdanie
PBwWPR 89 2016).

Wykonano rozdzialy metAFLP dla 80 regenerantow jeczmienia, oraz dla
odpowiadajgcych im roslin donorowych (4 ro$liny). Rozdzialy wykonano w dwoch
uktadach enzymow restrykeyjnych — Acc651/Msel i Kpnl/Msel. Podjete prace pozwolity
uzyska¢ czytelne elektroforegramy. Uzyskane obrazy w zalezno$ci od zastosowanych
starterow w reakcji PCR roznity si¢ wizualnie liczebnos$cig fragmentow DNA. Zliczanie
prazkéw DNA i tworzenie matryc zerojedynkowych bedzie realizowane w przysztym
roku badawczym.

Regeneranty jeczmienia, pozyskane na drodze androgenezy byty zroédtem ziarniakow
do uzyskania generatywnego potomstwa. W temacie zaplanowano uzyskanie okoto 90
ros§lin potomnych z regenerantdow uzyskanych na drodze androgenezy. Aby otrzymac
zaplanowane ilo$ci roslin bedacych generatywnym potomstwem regenerantow wysiano
ok. 10% wigcej nasion, niz oczekiwane liczebnos$ci roslin potomnych. Uzyskano w sumie
90 roslin z czterech r6znych regenerantow.

PODSUMOWANIE

Ekstrakcja DNA skutkowata odpowiednimi preparatami DNA do dalszych analiz.
Wykonana w temacie badawczym analiza RP-HPLC okreslita poziom globalnej
metylacji DNA dla 80 regenerantéw jeczmienia. Obserwowano zrdéznicowanie
w poziomie globalnej metylacji DNA miedzy zestawami regenerantdOw pochodzgcymi
z r6znych regenerantow.

3. Uzyskano stabilne profile prazkow DNA technikg MSTD do dalszych prac.

4. Uzyskano reprezentatywng liczbe roslin begdacych generatywnym potomstwem
regenerantOw pozyskanych w poprzednim roku badan.
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