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Celem =zadania bylo poszerzenie wiedzy na temat genetycznych mechanizmow
warunkujacych rozwdj haploidalnych zarodkéw oraz analiza udziatu i1 biologicznej roli AGP
w przebiegu tego procesu. Punktem wyjscia planowanych prac byta doktadna cytologiczna i
molekularna charakterystyka komorek zalgzka buraka. Z powyzszych wzgledow
przeprowadzono detekcje wybranych epitopow AGP oraz okreslono ich przestrzenng
dystrybucj¢ w komdrkach, tkankach i organach podczas kolejnych etapéw rozwoju
niezaptodnionych zalagzkow buraka cukrowego.

Materiat i metody

Materialem wyjsciowym do badan byty cztery linie homozygotyczne wielonasiennych
zapylaczy burakow cukrowych o réznym potencjale embriogenetycznym. W okresie
kwitnienia (czerwiec) pobierano kwiatostany z ktorych izolowano niezaptodnione zalazki i
wyktadano na pozywke indukcyjng Murashige i Skooga (MS, 1962) zawierajaca 1 mg-dm'3
BAP i 0,1 mg-dm®NAA. Ogélem na pozywki w kulturach in vitro wytozono 8000 zalazkow.
W  okresie kwitnienia burakow pobierano rowniez wierzchotki wzrostu pedow
kwiatostanowych w celu zachowania materiatu roslinnego do dalszych badan. Eksplantaty o
dtugosci 0,3-0,5 cm wyktadano na pozywke indukcyjna MS zawierajaca 1,0 mg-dm™ BAP.
Prawidtowo rozwinig¢te pedy rozmnazano na pozywce regeneracyjnej MS z dodatkiem 0,2
mg-dm™ BAP i ukorzeniano na pozywce MS zawierajaca 3,0 mg-dm™ IBA.

Analizy histologiczne i immunocytochemiczne materiatu roslinnego przeprowadzono na
niezaptodnionych zalgzkach czterech linii buraka cukrowego o rdéznym potencjale
embriogenetycznym. Niezaptodnione zalazki pobrano bezposrednio z roslin matecznych oraz
po 7, 9 1 14 dniach od wylozenia na pozywki indukcyjne 1 utrwalono w mieszaninie 4%
paraformaldehydu z 0,5% glutaraldehydem w 0,1 M buforze Pipes. Immunocytochemiczng
analiz¢ z uzyciem przeciwcial monoklonalnych skierowanych do domen oligosacharydowych
charakterystycznych zarowno dla AGP, jak i dla pektyn zwigzanych z proteoglikanami AGP
wykonano zgodnie z metodyka opisang przez Wisniewska i Majewska (2007). W celu
wizualizacji epitopdw, zastosowano drugorzedowe przeciwciata sprzezone z izotiocyjanianem
fluoresceiny (FITC). Analizy mikroskopowe przeprowadzono z uzyciem mikroskopu
$wietlnego oraz fluorescencyjnego.

Materiatem wyjsciowym do wykonania analiz endogennych proteoglikanow AGP byly
niezaplodnione zalazki 4 linii buraka, pobrane bezposrednio z ro$lin matecznych oraz po 7
dniach od wylozenia na pozywki indukcyjne. Porownano 8 ekstraktow AGP wyizolowanych
z linii o réznym potencjale embriogenetycznym. Do izolacji ekstraktow AGP uzyto po 300
zalazkow z kazdej linii. Ekstrakcje AGP przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang przez
Wisniewska 1 Majewska (2007). Nastgpnie wykonano jakosciowa charakterystyke
wyizolowanych proteoglikanow za pomocg immunodetekcji metodg dot-blot z
zastosowaniem czterech przeciwcial: LM2, LMS5, JIM7, JIM13. St¢zenia AGP w probach
okreslono z wykorzystaniem metody elektroforezy jednokierunkowej typu ,rocket”
(Komalavilas i wspot., 1991).

Izolacje RNA przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang przez Chomczynskiego 1
Sacchi (2006). Materiat roslinny stanowity niezaptodnione zalazki buraka na czterech etapach
rozwojowych (po 200 zalagzkoéw zamrozonych w dniu pobrania oraz po 7, 9 1 14 dniach od



wylozenia na pozywki indukcyjne), pochodzace z dwoch genotypdéw o wysokim i dwoch
genotypow 0 niskim potencjale embriogenetycznym. Jakos¢ wyizolowanego RNA
sprawdzono spektrofotometrycznie i elektroforetycznie. Nastgpnie przeprowadzono reakcje
odwrotnej transkrypcji. Frakcje nowo zsyntetyzowanego cDNA postuzty jako matryce do
szeregu potilosciowych reakcji RT-PCR, ktore umozliwily ustalenie zmian ekspresji genow
na podstawie porownania ilosci powstajacego w reakcji produktu badanego genu do ilosci
produktu genu referencyjnego. Do analiz poétilosciowych wybrano gen SF3A (czynnik
splajsingowy), ktérego ekspresja utrzymywata si¢ na stalym poziomie w réznych tkankach.
Lacznie przebadano ekspresj¢ 13 fragmentow genow wybranych na podstawie wynikow
uzyskanych w poprzednich latach realizacji tematu oraz danych literaturowych.

Wyniki i dyskusja

W trakcie kwitnienia burakow cukrowych izolowano zalazki z dwoch linii
homozygotycznych o wysokim i dwdch linii o niskim potencjale embriogenetycznym.
Wyktadano je na pozywki indukcyjne. Do kolejnych etapow badan pobierano zalgzki w
trakcie ich izolacji oraz po 7, 9 i 14 dniach inkubacji na pozywce indukcyjnej (analizy
histologiczne, immunocytochemiczne oraz molekularne). Potwierdzono, ze wybrane
genotypy charakteryzowaty si¢ réznym potencjatem embriogenetycznym 1 moga stanowic
materiat do kolejnych badan.

Wierzchotki wzrostu pedow kwiatostanowych izolowane z czterech linii o ré6znym
potencjale embriogenetycznym wyltozone na pozywki indukcyjne wykazaty, ze genotyp
rosliny rodzicielskiej miat wplyw na bezposrednig regeneracje pedow przybyszowych.
Uzyskane regeneranty réznily si¢ morfologicznie, zaleznie od linii matecznych z ktorych
pochodzity. Przeprowadzone analizy ploidalnos$ci regenerantow uzyskanych z wierzchotkow
wzrostu buraka cukrowego wykazaly, ze wszystkie badane rosliny miaty diploidalng liczbe
chromosomow (2n=18). Zatem metoda ta pozwala na uzyskanie jednorodnego i cytologiczne
stabilnego materiatu ro§linnego.

Obserwacje histologiczne prowadzone na skrawkach cienkich (1 um) wykazaty, ze
izolacja niezaptodnionych zalagzkow z roslin donorowych odbyta si¢ migdzy 1 — 3 dniem
przed stadium antezy, za$ woreczek zalazkowy byt w pelni rozwinigty, dojrzaty 1 prawidlowo
zorganizowany. W przypadku genotypdw o wyzszym potencjale embriogenetycznym po 7
dniach od wylozenia na pozywki regeneracyjne w niezaptodnionych zalgzkach woreczek
zalagzkowy powigkszyt sig, za$ synergidy ulegly resorbcji. Na kolejnym etapie (po 9 dniach)
widoczne byly pierwsze podzialty komodrki jajowej i1 tworzenie si¢ dwukomorkowego
prazarodka. Natomiast po 14 dniach zaobserwowano rozwoj trzykomorkowego prazarodka.
W przypadku genotypdw o nizszym potencjale embriogenetycznym zaobserwowano
degradacj¢ komorek w woreczku zalgzkowym, a takze nieprawidtowy rozwoj tumorowatych
struktur w jego wnetrzu, czyli wtdérng embriogeneze.

Analizy immunocytochemiczne ujawnity wystepowanie podobienstw w lokalizacji i
relatywnej zawarto$ci domen strukturalnych rozpoznawanych przez przeciwcialo JIMS.
Natomiast nie stwierdzono obecno$ci domen strukturalnych charakterystycznych dla pektyn
rozpoznawanych przez przeciwcialo JIM6. Epitopy charakterystyczne dla polisacharydowej
czesci proteoglikanow AGP zlokalizowano przy pomocy przeciwciata JIMS. Analiza detekcji
powyzszych komponentow $ciany komorkowej wykazata, ze ich rozmieszczenie przebiegato
wedlug schematu porownywalnego dla wszystkich genotypow. W zalazkach przed
wylozeniem na pozywki regeneracyjne wyrazne znakowanie obserwowano gléwnie w $cianie
komorkowej woreczka zalgzkowego oraz w $cianach komorek nucellusa sgsiadujgcych z
biegunem mikropylarnym i chlazalnym woreczka zalazkowego. W pozostatych komorkach
nucellusa nie stwierdzono znakowania powyzszych epiotpéw. W komoérkach ostonek i
podstawy zalazka odnotowano stabsze, lecz rownomierne znakowanie. W miare inicjacji i



rozwoju prazarodka (7, 9, 14 dzien kultury) obecno$¢ epitpéw polisacharydowych wokot
woreczka zalgzkowego zanikata, utrzymujac nieco nizszy poziom znakowania w komodrkach
sasiadujacych z biegunem mikropylarnym. Widoczne sygnaty wskazujace na obecno$¢ AGP
zawierajacych epitopy reagujace z JIM8 odnotowano w formujgcych sie $cianach dwu- i
trzykomorkowego prazarodka. Ponadto, w trakcie regeneracji prazarodkdéw lokalizacja
powyzszych epitopow ulegata zmianie.

Wiele danych literaturowych wskazuje, Zze czasteczki protoglikanow ekstrahowane sg
razem z pektynami. Stad ich obecnos$¢ w analizowanych ekstraktach AGP buraka. Pierwszym
etapem w analizie biochemicznej AGP bylo okreslenie zawartosci tych zwigzkOw w badanych
probach. W oparciu o metode elektroforezy jednokierunkowej stwierdzono duze
zr6znicowanie koncentracji AGP w zalazkach poszczegdlnych linii, co nie pozwala
jednoznacznie przyporzadkowa¢ wigkszych lub mniejszych koncentracji genotypom o
wyzszym i nizszym potencjale embriogenetycznym.

Przeciwciata anty-AGP znalazty powszechne zastosowanie w analizach wzorca
ekspersji proteoglikandéw w réznych fazach rozwojowych komorek i tkanek roslinnych.
Jednakze interpretacja uzyskanych wynikow jest trudna z uwagi na zlozong strukture
powyzszych zwigzkéw. Drugi etap analizy biochemicznej z wykorzystaniem przeciwciat
monoklonalnych mial na celu poréwnanie struktury protoglikanéw wyekstrahowanych z
r6znych linii. Wszystkie izolaty poddane analizie charakteryzowaly si¢ powszechng
obecnoscig JIM13, LM2 oraz JIM7 brakiem wystegpowaniem domen wykrywanych przez
przeciwcialo LM5. W podobny sposéb, na skrawkach komorkowych zlokalizowano wybrane
domeny in situ w ramach tematu badawczego nr 2. Dane literaturowe wskazujg na
powszechne wystepowanie epitopoOw rozpoznawanych przez JIM13 i LM2. Wykryto je np. na
powierzchni globularnych zarodkow soamtycznych Cichorium oraz Euphorbia pulcherrima
(Chapman i in. 2000; Saare-Surminski i in. 2000) Wykazano rowniez zalezno$¢ miedzy
fazami rozwojowymi, a poziomem molekul AGP. Zostaly one wykryte np. w agregatach
komdrek prioembriogennych w kulturach zawiesinowych $wierku. Natomiast ich zanik
obserwowano w pdzniejszych fazach rozwojowych zarodkoéw somatycznych (Filonowa 1 in.
2000).

W ramach powyzszego tematu dokonano izolacji calkowitego RNA z niezaplodnionych
zalazkoéw buraka cukrowego na czterech etapach rozwojowych wg metody Chomczynskiego i
Sacchi (2006). Ocena czystosci 1 stezenia RNA w otrzymanych izolatach zostala
przeprowadzona elektroforetycznie i spektrofotometrycznie. Dla analizowanych prébek
uzyskano od 102 ng/pl do 1253 ng/ul ($rednio 676 ng/ul) catkowitego RNA. Srednia warto$é
absorbancji  Agsopso 0raz  Aggopzo wyniosta odpowiednio 1,85 oraz 1,64. Nastepnie
przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji. Frakcje nowo zsyntetyzowanego cDNA
postuzyty jako matryce do szeregu potilosciowych reakcji RT-PCR, ktéore umozliwity
ustalenie zmian ekspresji genOw na podstawie poroOwnania ilo$ci powstajgcego w reakcji
produktu badanego genu do ilosci produktu genu referencyjnego. Po wstgpnej weryfikacji
jako gen referencyjny wybrano gen czynnika splajsingowego SF3A, ktorego ekspresja
utrzymywala si¢ na stalym poziomie. Lacznie przebadano ilo$¢ transkryptu 13 fragmentow
gendw wybranych na podstawie wynikow uzyskanych w poprzednich latach realizacji tematu
oraz danych literaturowych. Przy uzyciu potiloSciowej reakcji amplifikacji wykazano
obecno$¢ wszystkich 13 transkryptow wybranych genéw we wszystkich analizowanych
liniach buraka cukrowego. Cztery transkrypty genéw splA, BUD13 oraz BEL-I wykazaty
roznice w ilosci, zarobwno w obrebie linii, jak 1 miedzy liniami. Wraz z wydluzeniem czasu
trawnia kultury obserwowano spadek ilo$ci trankryptow za wyjatkiem linii nr 3, u ktorej
obserwowano poréwnywalny poziom wszystkich czterech transkryptow. Obecnie nie ma
dostepnych danych literaturowych, ktére wskazywatby na analiz¢ r6znic w ekspresji genow



niezaptodnionych zalazkoéw na poszczegdlnych etapach rozwojowych wsrdd genotypow
buraka cukrowego o wysokim i niskim potencjale embriogenetycznym.

Whioski

1. Metoda regeneracji poprzez bezposrednig organogeneze umozliwia efektywne rozmnazanie
wartosciowych genotypow buraka oraz pozwala na zabezpieczenie jednorodnego i
cytologicznie stabilnego materialu do dalszych badan.

2. Zroznicowane wyniki regeneracji haploidalnych zarodkow w kulturach in vitro
niezaptodnionych zalgzkéw burakow cukrowych potwierdzity, ze wybrane genotypy
charakteryzowaly si¢ niskim i wysokim potencjatem embriogenetycznym. Mogg stanowic
materiat wyjsciowy do przeprowadzenia kolejnych analiz.

3. Obecnos¢ 1 lokalizacja okreslonych domen cukrowych moze mie¢ istotny wptyw na proces
embriogenezy gametycznej u buraka cukrowego. Domeny strukturalne charakterystyczne dla
pektyn rozpoznawanych przez przeciwcialo JIM6 nie wystepuja w komorkach
niezaptodnionych zalagzkow buraka cukrowego.

4. Linie buraka o wyzszym potencjale embriogenetycznym wykazaly porownywalng ilo$¢
AGP w stosunku do linii o nizszym potencjale embriogenetycznym. Ilo$¢ i relatywna
zawarto$¢ antygendow wigzacych przeciwciata LM2 i JIM7 ulega zmniejszeniu w czasie
trwania kultur in vitro niezaptodnionych zalazkow.

5. Potilosciowa analiza ekspresji genow splA, BUD13 oraz BEL-I wykazata zmiany w ilo$ci
transkryptow w niezaptodnionych zalagzkach buraka cukrowego o wysokim i niskim
potencjale embriogenetycznym w trakcie trwania kultury. Jednakze $cisty zwigzek zmian w
ilosci transkryptow z faktycznymi zmianami ekspresji powyzszych gendéw powinien by¢
zweryfikowany w toku kolejnych badan.

Wyniki badan zostaty zaprezentowane w formie posteru na: Konferencji Migdzynarodowej
,Global Conference on Plant Science and Molecular Biology (GPMB 2017)”, zorganizowanej
przez Magnus Group — Walencja, 11-13 wrze$nia 2017r.

Tytul posteru: ,,Preliminary detection of pectins and arabinogalactan proteins during ovule
embryogenesis in sugar beet (Beta vulgaris L.)”.
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