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PROBLEM 4: POSTĘP BIOLOGICZNY W PRODUKCJI ROŚLINNEJ 

PODPROBLEM 4: ROŚLINY KORZENIOWE
(Kierownik: dr inż. Sandra Cichorz)

Prace badawcze realizowano w kierunku:

1. Badania w zakresie zastosowania metod biotechnologii w hodowli roślin, a w szczególności mikrorozmnażania, krzyżowania i selekcji na poziomie komórkowym, selekcji z wykorzystaniem markerów molekularnych oraz transformacji genowej.
4-4-01-0-01  „Badania nad mechanizmami warunkującymi proces embriogenezy gametycznej u buraka cukrowego” (dr inż. Sandra Cichorz)

Z uwagi na fakt, że indukcja embriogenezy gametycznej nie jest dokładnie poznana, istotne jest poszerzenie wiedzy na temat genetycznych mechanizmów warunkujących rozwój haploidalnych zarodków oraz analiza udziału i biologicznej roli proteoglikanów AGP (ang. Arabinogalactan proteins) w przebiegu tego procesu. Stąd, celem tematów badawczych realizowanych w ramach zadania była dokładna cytologiczna i molekularna charakterystyka komórek niezapłodnionych zalążków buraka cukrowego (Beta vulgaris L.). 
W kolejnym roku realizacji zadania analizy immunocytochemiczne niezapłodnionych zalążków czterech linii buraka cukrowego ujawniły występowanie domen strukturalnych charakterystycznych dla polisacharydowej części proteoglikanów AGP rozpoznawanych przez przeciwciało JIM16. Natomiast obecności domen strukturalnych rozpoznawanych przez przeciwciało MAC207 odnotowano w śladowych ilościach. Analiza detekcji powyższych komponentów ściany komórkowej wykazała, że ich rozmieszczenie przebiegało według schematu porównywalnego dla wszystkich genotypów. Reakcje kontrolne do powyższych analiz, wykonane z pominięciem etapu inkubacji z przeciwciałem pierwotnym, wykazały brak znakowania komórek zalążka, co świadczy o ich poprawnym wykonaniu. 

Dodatkowo przeprowadzono charakterystykę proteoglikanów AGP wyizolowanych z niezapłodnionych zalążków oraz ocenę jakościową i ilościową uzyskanych ekstraktów. Izolaty poddano analizie dot-blot z użyciem przeciwciał: JIM4, JIM15, JIM16, MAC207. W wyniku przeprowadzonych doświadczeń proteoglikany AGP pochodzące z niezapłodnionych zalążków o wyższym i niższym potencjale embriogenetycznym nie wykazały różnic w ilości domen strukturalnych. W analizowanych ekstraktach nie odnotowano obecności antygenów wiążących przeciwciała JIM4 oraz JIM15. W przypadku antygenów wiążących przeciwciała JIM16 i MAC207 zaobserwowano niewielkie ilościowe różnice w zależności od genotypu i czasu trwania kultury. Niezapłodnione zalążki bezpośrednio pobrane z rośliny matecznej linii nr 1 i 4 wykazały nieco wyższą zawartość epitopów rozpoznawanych przez JIM16 i MAC207, niż niezapłodnione zalążki po 14 dniach prowadzenia kultury in vitro. Ponadto, przeprowadzono analizę wpływu inaktywacji syntezy endogennych proteoglikanów AGP na przebieg procesu embriogenezy gametycznej z wykorzystaniem odczynnika Yariva. W toku prac własnych stwierdzono, że inaktywacja puli endogennych AGP wpłynęła na zmniejszenie potencjału embriogenetycznego badanych genotypów. 
Półilościowa analiza ekspresji genów splA oraz BUD13 potwierdziła zmiany w ilości transkryptów w niezapłodnionych zalążkach buraka cukrowego o wysokim i niskim potencjale embriogenetycznym w trakcie trwania kultury. Jednakże ścisły związek zmian w ilości transkryptów z faktycznymi zmianami ekspresji powyższych genów powinien być zweryfikowany w toku kolejnych badań. 
