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Tytut zadania: Badania nad mechanizmami warunkujacymi proces embriogenezy
gametycznej u buraka cukrowego.

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

Celem zadania jest poszerzenie wiedzy na temat genetycznych mechanizméw warunkujacych rozwoj
haploidalnych zarodkéw oraz analiza udziatu i biologicznej roli AGP w przebiegu tego procesu.
Punktem wyjs$cia planowanych prac jest doktadna cytologiczna i molekularna charakterystyka
komorek zalazka buraka. Z powyzszych wzgledow, planowane jest przeprowadzenie detekcji
wybranych epitopow AGP oraz precyzyjne okreslenie ich przestrzennej dystrybucji w komorkach,
tkankach i organach podczas kolejnych etapéw rozwoju niezaptodnionych zalazkow buraka
cukrowego.

Materialem wyjsciowym do badan byly wielonasienne diploidalne zapylacze buraka cukrowego
pochodzace z Kutnowskiej Hodowli Buraka Cukrowego - Stacji Hodowli Roslin w Straszkowie.
Korzenie 8 réznych linii DH wysadzono w kwietniu 2014 roku na poletku doswiadczalnym
znajdujacym si¢ na terenie IHAR-PIB O/Bydgoszcz. W okresie kwitnienia (czerwiec) pobierano
kwiatostany, z ktorych izolowano zalazki z zamknigtych pakéw znajdujgcych sie na pedzie powyzej
kwiatu w stadium antezy. Niezaptodnione zalgzki wyktadano na pozywke indukcyjng Murashige
i Skooga (MS, 1962) zawierajaca 1 mg-dm™® BAP i 0,1 mg-dm® NAA. Ogotem na pozywke w okresie
kwitnienia burakow cukrowych wytozono 7000 zalazkéw. Na podstawie liczby regenerujacych
zarodkow okreslono potencjat embriogenetyczny badanych linii i wybrano 4 genotypy (niski i wysoki
potencjat regeneracyjny), ktore stanowily materiat roslinny do analiz w kolejnych etapach badan.

W okresie kwitnienia burakow cukrowych pobierano réwniez wierzchotki wzrostu pedow
kwiatostanowych w celu zachowania materiatu roslinnego do dalszych badan. Eksplantaty o dtugosci
0,3-0,5 cm wykladano na pozywke indukcyjna MS zawierajaca 1,0 mg-dm™ BAP. Ogotem wylozono
400 wierzchotkdow wzrostu (8 linii po 50 wierzchotkéw). Prawidtowo rozwiniete pedy rozmnazano na
pozywce regeneracyjnej MS z dodatkiem 0,2 mg-dm™® BAP. Po czterech tygodniach kultury na
pozywce regeneracyjnej, pedy przenoszono na pozywke ukorzeniajaca MS zawierajacg 3,0 mg-dm™
IBA. Ukorzenione w kulturach in vitro roéliny przesadzono do doniczek o s$rednicy 9 cm,
zawierajacych mieszaning sterylizowanej ziemi z piaskiem w stosunku 3:1 i umieszczono w kabinach
o wysokiej wilgotnosci. Bezposrednia regeneracja ros$lin z wierzchotkdow wzrostu pedow
kwiatostanowych buraka cukrowego pozwala na otrzymanie regenerantow o genotypie rosliny
rodzicielskiej, stabilnych cytologicznie. Umozliwia rowniez efektywne rozmnazanie wartosciowych
genotypdw oraz pozwala na zabezpieczenie jednorodnego materiatu w kolejnych latach badan.

W  pierwszym roku realizacji zadania wykonano wstgpne analizy histologiczne oraz
immunocytochemiczne materialu roslinnego. Immunocytochemiczng analize z uzyciem przeciwciat
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 epitopow, zastosowano drugorzedowe
przeciwciata sprzgzone z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) oraz z fosfataza alkaliczng. Analizy
mikroskopowe przeprowadzono z uzyciem mikroskopu §wietlnego oraz fluorescencyjnego.
Obserwacje mikroskopowe ujawnity wstepowanie podobienstw w obecnosci i relatywnej zawartosci
domen strukturalnych rozpoznawanych przez przeciwciato JIM7, jak réwniez réznic w obecnosci
i relatywnej zawartosci domen strukturalnych rozpoznawanych przez przeciwciato LM2, ktore wydaja
si¢ szczegolnie wazne ze wzgledu na zwigzek z odmiennym potencjatem embriogenetycznym buraka.
Analizy preparatow mikroskopowych wykazaty, ze obecnos¢ antygenow typowych dla pektyn,
reagujacych z przeciwciatem JIM7 stwierdzono w wiekszosci komorek zalgzka linii o wysokim
i niskim potencjale embriogenetycznym. Natomiast, zaobserwowano pewne roznice w detekcji
epitopéw charakterystycznych dla czesci polisacharydowej proteoglikanow AGP, rozpoznawanych
przez przeciwciato LM2. Stwierdzono tendencje wskazujaca na to, iz epitopy te wystepuja w wigkszej
ilosci w komorkach zalazkow pochodzacych z linii 0 nizszym potencjale embriogenetycznym.
Reakcje kontrolne do powyzszych analiz, wykonane z pominigciem etapu inkubacji z przeciwciatami
pierwotnymi, wykazaty brak znakowania komorek zalgzka, co $wiadczy o poprawnym wykonaniu
analiz immunocytochemicznych.



Przeprowadzono réwniez optymalizacje izolacji RNA z niezaplodnionych zalazkéw buraka. Izolacje
przeprowadzono na materiale pochodzacym z jednej linii buraka. Do ewaluacji procedur uzyto tagcznie
8 probek, z ktorych kazda zawierata po 100 niezaptodnionych zalgzkéw. Przeprowadzono
spektrofotometryczng i elektroforetyczna oceng jakosci i ilosci uzyskanego RNA, co umozliwito
ostateczny wybor optymalnej metody izolacji RNA =z tkanek generatywnych. Ponadto
przeprowadzono analiz¢ roznic w ekspresji gendw roslin matecznych na czterech etapach
rozwojowych wsrod genotypoéw o wysokim i niskim potencjale embriogenetycznym. Frakcje nowo
zsyntetyzowanego cDNA postuzyly jako matryca do amplifikacji PCR z zastosowaniem lacznie po 15
kombinacji starterow RAPD, ISSR. Na podstawie uzyskanych wynikéw reakcji PCR zidentyfikowano
potencjalne produkty roznicujace poszczegdlne etapy rozwoju roslin matecznych (wegetatywny,
poczatek wybijania w pedy, petnia kwitnienia, poczatek wigzania nasion) wsrdd genotypow buraka
cukrowego o roznym potencjale embriogenetycznym.

W wyniku przeprowadzonych reakcji PCR uzyskano tacznie 75 produktow reakcji. Z 15
przetestowanych starterow typu ISSR i 15 starteréw typu RAPD, 6 okazalo si¢ przydatnych do
dalszych analiz. Liczba prazkow generowanych przez jeden starter wyniosta od 6 do 19, a ich
wielkos¢ zawierata si¢ w przedziale od 250 pz dol562 pz. Lacznie uzyskano 10 produktow
wykazujacych zmieniong ekspresje. Dwa z tych produktéow charakteryzowaly si¢ wigkszg iloscia
w kolejnych etapach rozwojowych. Jeden produkt wykazat wyzsza intensywnosé u genotypow stabo
regenerujacych, za$ nieco nizsza u genotypow dobrze regenerujacych. Pozostatych siedem produktow
charakteryzowato si¢ zmieniong iloscia w zaleznosci od typu uzytkowego analizowanych linii buraka.
Zaobserwowane roznice wstepujace w produktach reakcji PCR migdzy analizowanymi liniami miaty
charakter ilosciowy, co objawiato si¢ zwigkszona lub zmniejszona intensywnoscia prazkow. Scisty
zwigzek powyzszych produktow z faktycznymi réznicami wynikajacymi z etapéw rozwojowych
powinien by¢ zweryfikowany w toku kolejnych badan.

Wyniki badan zostaty zaprezentowane w formie posteru pt. ,Immunolocalization of pectin and
arabinogalactan protein epitopes in unpollinated ovules of Beta vulgaris L. genotypes” na III
Ogolnopolskiej Konferencji pt. ,,Genetyka i genomika w doskonaleniu roslin uprawnych — od rosliny
modelowej do nowej odmiany”, ktora organizowana byla przez Instytut Genetyki Ro$lin Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu w dniach 5-7 listopada. Streszczenia str. 102.



