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Lp. w zał. do Rozporządzenia MRiRW: 46. 

Tytuł zadania: Badania nad mechanizmami warunkującymi proces embriogenezy 

gametycznej u buraka cukrowego.  

Kierownik zadania: dr hab. M. Gośka prof. IHAR-PIB 

 
Celem zadania jest poszerzenie wiedzy na temat genetycznych mechanizmów warunkujących rozwój 

haploidalnych zarodków oraz analiza udziału i biologicznej roli AGP w przebiegu tego procesu. 

Punktem wyjścia planowanych prac jest dokładna cytologiczna i molekularna charakterystyka 

komórek zalążka buraka. Z powyższych względów, planowane jest przeprowadzenie detekcji 

wybranych epitopów AGP oraz precyzyjne określenie ich przestrzennej dystrybucji w komórkach, 

tkankach i organach podczas kolejnych etapów rozwoju niezapłodnionych zalążków buraka 

cukrowego.  

Materiałem wyjściowym do badań były wielonasienne diploidalne zapylacze buraka cukrowego 

pochodzące z Kutnowskiej Hodowli Buraka Cukrowego - Stacji Hodowli Roślin w Straszkowie. 

Korzenie 8 różnych linii DH wysadzono w kwietniu 2014 roku na poletku doświadczalnym 

znajdującym się na terenie IHAR-PIB O/Bydgoszcz. W okresie kwitnienia (czerwiec) pobierano 

kwiatostany, z których izolowano zalążki z zamkniętych pąków znajdujących się na pędzie powyżej 

kwiatu w stadium antezy. Niezapłodnione zalążki wykładano na pożywkę indukcyjną Murashige 

i Skooga (MS, 1962) zawierającą 1 mgdm
-3

 BAP i 0,1 mgdm
-3 

NAA. Ogółem na pożywkę w okresie 

kwitnienia buraków cukrowych wyłożono 7000 zalążków. Na podstawie liczby regenerujących 

zarodków określono potencjał embriogenetyczny badanych linii i wybrano 4 genotypy (niski i wysoki 

potencjał regeneracyjny), które stanowiły materiał roślinny do analiz w kolejnych etapach badań. 

W okresie kwitnienia buraków cukrowych pobierano również wierzchołki wzrostu pędów 

kwiatostanowych w celu zachowania materiału roślinnego do dalszych badań. Eksplantaty o długości 

0,3–0,5 cm wykładano na pożywkę indukcyjną MS zawierającą 1,0 mgdm
-3

 BAP. Ogółem wyłożono 

400 wierzchołków wzrostu (8 linii po 50 wierzchołków). Prawidłowo rozwinięte pędy rozmnażano na 

pożywce regeneracyjnej MS z dodatkiem 0,2 mgdm
-3

 BAP. Po czterech tygodniach kultury na 

pożywce regeneracyjnej, pędy przenoszono na pożywkę ukorzeniającą MS zawierającą 3,0 mgdm
-3

 

IBA. Ukorzenione w kulturach in vitro rośliny przesadzono do doniczek o średnicy 9 cm, 

zawierających mieszaninę sterylizowanej ziemi z piaskiem w stosunku 3:1 i umieszczono w kabinach 

o wysokiej wilgotności. Bezpośrednia regeneracja roślin z wierzchołków wzrostu pędów 

kwiatostanowych buraka cukrowego pozwala na otrzymanie regenerantów o genotypie rośliny 

rodzicielskiej, stabilnych cytologicznie. Umożliwia również efektywne rozmnażanie wartościowych 

genotypów oraz pozwala na zabezpieczenie jednorodnego materiału w kolejnych latach badań.  

W pierwszym roku realizacji zadania wykonano wstępne analizy histologiczne oraz 

immunocytochemiczne materiału roślinnego. Immunocytochemiczną analizę z użyciem przeciwciał 

monoklonalnych skierowanych do domen oligosacharydowych charakterystycznych zarówno dla 

AGP, jak i dla pektyn związanych z proteoglikanami AGP wykonano zgodnie z metodyką opisaną 

przez Wiśniewską i Majewską (2007). W celu wizualizacji epitopów, zastosowano drugorzędowe 

przeciwciała sprzężone z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) oraz z fosfatazą alkaliczną. Analizy 

mikroskopowe przeprowadzono z użyciem mikroskopu świetlnego oraz fluorescencyjnego.  

OObbsseerrwwaaccjjee  mmiikkrroosskkooppoowwee  uujjaawwnniiłłyy  wwssttęęppoowwaanniiee  ppooddoobbiieeńńssttww  ww  oobbeeccnnoośśccii  ii  rreellaattyywwnneejj  zzaawwaarrttoośśccii  

ddoommeenn  ssttrruukkttuurraallnnyycchh  rroozzppoozznnaawwaannyycchh  pprrzzeezz  pprrzzeecciiwwcciiaałłoo  JJIIMM77,,  jjaakk  rróówwnniieeżż  rróóżżnniicc  ww  oobbeeccnnoośśccii  

ii  rreellaattyywwnneejj  zzaawwaarrttoośśccii  ddoommeenn  ssttrruukkttuurraallnnyycchh  rroozzppoozznnaawwaannyycchh  pprrzzeezz  pprrzzeecciiwwcciiaałłoo  LLMM22,,  kkttóórree  wwyyddaajjąą  

ssiięę  sszzcczzeeggóóllnniiee  wwaażżnnee  zzee  wwzzggllęędduu  nnaa  zzwwiiąązzeekk  zz  ooddmmiieennnnyymm  ppootteennccjjaałłeemm  eemmbbrriiooggeenneettyycczznnyymm  bbuurraakkaa..  

AAnnaalliizzyy  pprreeppaarraattóóww  mmiikkrroosskkooppoowwyycchh  wwyykkaazzaałłyy,,  żżee  oobbeeccnnoośśćć  aannttyyggeennóóww  ttyyppoowwyycchh  ddllaa  ppeekkttyynn,,  

rreeaagguujjąąccyycchh  zz  pprrzzeecciiwwcciiaałłeemm  JJIIMM77  ssttwwiieerrddzzoonnoo  ww  wwiięękksszzoośśccii  kkoommóórreekk  zzaalląążżkkaa  lliinniiii  oo  wwyyssookkiimm  

ii  nniisskkiimm  ppootteennccjjaallee  eemmbbrriiooggeenneettyycczznnyymm..  NNaattoommiiaasstt,,  zzaaoobbsseerrwwoowwaannoo  ppeewwnnee  rróóżżnniiccee  ww  ddeetteekkccjjii  

eeppiittooppóóww  cchhaarraakktteerryyssttyycczznnyycchh  ddllaa  cczzęęśśccii  ppoolliissaacchhaarryyddoowweejj  pprrootteeoogglliikkaannóóww  AAGGPP,,  rroozzppoozznnaawwaannyycchh  

pprrzzeezz  pprrzzeecciiwwcciiaałłoo  LLMM22..  SSttwwiieerrddzzoonnoo  tteennddeennccjjęę  wwsskkaazzuujjąąccąą  nnaa  ttoo,,  iiżż  eeppiittooppyy  ttee  wwyyssttęęppuujjąą  ww  wwiięękksszzeejj  

iilloośśccii  ww  kkoommóórrkkaacchh  zzaalląążżkkóóww  ppoocchhooddzząąccyycchh  zz  lliinniiii  oo  nniiżżsszzyymm  ppootteennccjjaallee  eemmbbrriiooggeenneettyycczznnyymm..  

RReeaakkccjjee  kkoonnttrroollnnee  ddoo  ppoowwyyżżsszzyycchh  aannaalliizz,,  wwyykkoonnaannee  zz  ppoommiinniięęcciieemm  eettaappuu  iinnkkuubbaaccjjii  zz  pprrzzeecciiwwcciiaałłaammii  

ppiieerrwwoottnnyymmii,,  wwyykkaazzaałłyy  bbrraakk  zznnaakkoowwaanniiaa  kkoommóórreekk  zzaalląążżkkaa,,  ccoo  śśwwiiaaddcczzyy  oo  ppoopprraawwnnyymm  wwyykkoonnaanniiuu  

aannaalliizz  iimmmmuunnooccyyttoocchheemmiicczznnyycchh..    
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Przeprowadzono również optymalizację izolacji RNA z niezapłodnionych zalążków buraka. Izolację 

przeprowadzono na materiale pochodzącym z jednej linii buraka. Do ewaluacji procedur użyto łącznie 

8 próbek, z których każda zawierała po 100 niezapłodnionych zalążków. Przeprowadzono 

spektrofotometryczną i elektroforetyczną ocenę jakości i ilości uzyskanego RNA, co umożliwiło 

ostateczny wybór optymalnej metody izolacji RNA z tkanek generatywnych. Ponadto 

przeprowadzono analizę różnic w ekspresji genów roślin matecznych na czterech etapach 

rozwojowych wśród genotypów o wysokim i niskim potencjale embriogenetycznym. Frakcje nowo 

zsyntetyzowanego cDNA posłużyły jako matryca do amplifikacji PCR z zastosowaniem łącznie po 15 

kombinacji starterów RAPD, ISSR. Na podstawie uzyskanych wyników reakcji PCR zidentyfikowano 

potencjalne produkty różnicujące poszczególne etapy rozwoju roślin matecznych (wegetatywny, 

początek wybijania w pędy, pełnia kwitnienia, początek wiązania nasion) wśród genotypów buraka 

cukrowego o różnym potencjale embriogenetycznym.  

WW  wwyynniikkuu  pprrzzeepprroowwaaddzzoonnyycchh  rreeaakkccjjii  PPCCRR  uuzzyysskkaannoo  łłąącczznniiee  7755  pprroodduukkttóóww  rreeaakkccjjii..  ZZ  1155  

pprrzzeetteessttoowwaannyycchh  ssttaarrtteerróóww  ttyyppuu  IISSSSRR  ii  1155  ssttaarrtteerróóww  ttyyppuu  RRAAPPDD,,  66  ookkaazzaałłoo  ssiięę  pprrzzyyddaattnnyycchh  ddoo  

ddaallsszzyycchh  aannaalliizz..  LLiicczzbbaa  pprrąążżkkóóww  ggeenneerroowwaannyycchh  pprrzzeezz  jjeeddeenn  ssttaarrtteerr  wwyynniioossłłaa  oodd  66  ddoo  1199,,  aa  iicchh  

wwiieellkkoośśćć  zzaawwiieerraałłaa  ssiięę  ww  pprrzzeeddzziiaallee  oodd  225500  ppzz  ddoo11556622  ppzz..  ŁŁąącczznniiee  uuzzyysskkaannoo  1100  pprroodduukkttóóww  

wwyykkaazzuujjąąccyycchh  zzmmiieenniioonnąą  eekksspprreessjjęę..  DDwwaa  zz  ttyycchh  pprroodduukkttóóww  cchhaarraakktteerryyzzoowwaałłyy  ssiięę  wwiięękksszząą  iilloośścciiąą  

ww  kkoolleejjnnyycchh  eettaappaacchh  rroozzwwoojjoowwyycchh..  JJeeddeenn  pprroodduukktt  wwyykkaazzaałł  wwyyżżsszząą  iinntteennssyywwnnoośśćć  uu  ggeennoottyyppóóww  ssłłaabboo  

rreeggeenneerruujjąąccyycchh,,  zzaaśś  nniieeccoo  nniiżżsszząą  uu  ggeennoottyyppóóww  ddoobbrrzzee  rreeggeenneerruujjąąccyycchh..  PPoozzoossttaałłyycchh  ssiieeddeemm  pprroodduukkttóóww  

cchhaarraakktteerryyzzoowwaałłoo  ssiięę  zzmmiieenniioonnąą  iilloośścciiąą  ww  zzaalleeżżnnoośśccii  oodd  ttyyppuu  uużżyyttkkoowweeggoo  aannaalliizzoowwaannyycchh  lliinniiii  bbuurraakkaa..  

ZZaaoobbsseerrwwoowwaannee  rróóżżnniiccee  wwssttęęppuujjąąccee  ww  pprroodduukkttaacchh  rreeaakkccjjii  PPCCRR  mmiięęddzzyy  aannaalliizzoowwaannyymmii  lliinniiaammii  mmiiaałłyy  

cchhaarraakktteerr  iilloośścciioowwyy,,  ccoo  oobbjjaawwiiaałłoo  ssiięę  zzwwiięękksszzoonnąą  lluubb  zzmmnniieejjsszzoonnąą  iinntteennssyywwnnoośścciiąą  pprrąążżkkóóww..  ŚŚcciissłłyy  

zzwwiiąązzeekk  ppoowwyyżżsszzyycchh  pprroodduukkttóóww  zz  ffaakkttyycczznnyymmii  rróóżżnniiccaammii  wwyynniikkaajjąąccyymmii  zz  eettaappóóww  rroozzwwoojjoowwyycchh  

ppoowwiinniieenn  bbyyćć  zzwweerryyffiikkoowwaannyy  ww  ttookkuu  kkoolleejjnnyycchh  bbaaddaańń..    

Wyniki badań zostały zaprezentowane w formie posteru pt. „Immunolocalization of pectin and 

arabinogalactan protein epitopes in unpollinated ovules of Beta vulgaris L. genotypes” na III 

Ogólnopolskiej Konferencji pt. „Genetyka i genomika w doskonaleniu roślin uprawnych – od rośliny 

modelowej do nowej odmiany”, która organizowana była przez Instytut Genetyki Roślin Polskiej 

Akademii Nauk w Poznaniu w dniach 5–7 listopada. Streszczenia str. 102. 

 


