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Celem zadania jest poszerzenie wiedzy na temat genetycznych mechanizméow
warunkujacych rozwdj haploidalnych zarodkéw oraz analiza udziatu i biologicznej roli AGP
w przebiegu tego procesu. Punktem wyjscia planowanych prac jest doktadna cytologiczna 1
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 zalgzkéw buraka cukrowego.

Materiatl i metody

Materiatlem wyjsciowym do badan byly 4 linie homozygotyczne wielonasiennych
zapylaczy buraka cukrowego o réznym potencjale embriogenetycznym. W okresie kwitnienia
(czerwiec) pobierano kwiatostany z ktorych izolowano niezaptodnione zalazki i wyktadano na
pozywke indukcyjna Murashige i Skooga (MS, 1962) zawierajaca 1 mg-dm™ BAP i 0,1
mg-dm™> NAA. Ogotem na pozywki w kulturach in vitro wytozono 8000 zalazkow. W okresie
kwitnienia burakéw pobierano rowniez wierzchotki wzrostu pedow kwiatostanowych w celu
zachowania materialu ros§linnego do dalszych badan. Eksplantaty o dtugosci 0,3-0,5 cm
wyktadano na pozywke indukcyjng MS zawierajaca 1,0 mg-dm™ BAP. Prawidlowo
rozwiniete pedy rozmnazano na pozywce regeneracyjnej MS z dodatkiem 0,2 mg-dm™ BAP i
ukorzeniano na pozywce MS zawierajaca 3,0 mg-dm'3 IBA.

Analizy histologiczne i immunocytochemiczne materiatu roslinnego przeprowadzono na
niezaptodnionych zalgzkach czterech linii buraka cukrowego. Niezaptodnione zalgzki
stanowigce material do badan znajdowaty si¢ na czterech etapach rozwojowych: w dniu
izolacji z rosliny matecznej oraz po 7, 9 i 14 dniach od wylozenia na pozywki indukcyjne.
Immunocytochemiczng analiz¢ z uzyciem przeciwcial monoklonalnych skierowanych do
domen oligosacharydowych charakterystycznych zaréwno dla AGP, jak i dla pektyn
zwigzanych z proteoglikanami AGP wykonano zgodnie z metodyka opisang przez
Wisniewska 1 Majewska (2007). W celu wizualizacji epitopéw, zastosowano drugorzgdowe
przeciwciala sprzezone z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Analizy mikroskopowe
przeprowadzono z uzyciem mikroskopu $wietlnego oraz fluorescencyjnego.

Materiatlem wyjsciowym do izolacji endogennych proteoglikanéw byty niezaptodnione
zalazki wyizolowane bezposrednio z rosliny matecznej. Porownano 4 ekstrakty AGP
wyizolowane z 4 linii buraka cukrowego o réznym potencjale embriogenetycznym. Do
wykonania analiz endogennych proteoglikanow AGP uzyto po 600 zalazkoéw z kazdej linii.
Ekstrakcje AGP przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang przez Wisniewska i Majewska
(2007). Stezenia AGP w probach okreslono z wykorzystaniem metody elektroforezy
jednokierunkowej typu ,rocket” (Komalavilas 1 wspot.,, 1991). Nastgpnie wykonano
jakosciowa charakterystyke wyizolowanych proteoglikanow za pomoca immunodetekcji
metoda dot-blot z zastosowaniem czterech przeciwecial.

Izolacj¢ RNA przeprowadzono zgodnie z procedura opisang przez Chomczynskiego i
Sacchi (2006). Materiat roslinny stanowity niezaptodnione zalazki buraka na czterech etapach
rozwojowych (po 200 zalagzkéw zamrozonych w dniu pobrania oraz po 7, 14 i 28 dniach
inkubacji na pozywce indukcyjnej) pochodzace z dwoch genotypow o wysokim 1 dwoch



genotypéw o niskim potencjale embriogenetycznym. Jakos¢ wyizolowanego RNA
sprawdzono spektrofotometrycznie i elektroforetycznie. Nast¢pnie przeprowadzono reakcje
odwrotnej transkrypcji. Frakcje nowo zsyntetyzowanego cDNA postuzyly jako matryce do
amplifikacji PCR z zastosowaniem +tacznie po 15 réznych starteréw RAPD, ISSR
(opracowane na podstawie danych literaturowych). Na podstawie uzyskanych wynikow
reakcji PCR zidentyfikowano potencjalne produkty réznicujgce poszczegolne etapy rozwoju
niezaptodnionych zalagzkéw wsrdod genotypoéw buraka cukrowego o réznym potencjale
embriogenetycznym, ktére poddano klonowaniu i sekwencjonowaniu.

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 zalazki w
trakcie ich izolacji oraz po 7, 9 i 14 (analizy histologiczne i immunocytochemiczne) oraz po
7, 14 128 (analizy molekularne) dniach inkubacji na pozywce indukcyjnej. Potwierdzono, ze
wybrane genotypy charakteryzowaty si¢ réznym potencjalem embriogenetycznym i mogg
stanowi¢ material 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) wykazatly, ze
izolacja niezaplodnionych zalazkéw z roslin donorowych odbyta si¢ miedzy 1 — 3 dniem
przed stadium antezy, za§ woreczek zalagzkowy byt w pelni rozwinigty, dojrzaty 1 prawidtowo
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 i tworzenie si¢ dwukomorkowego
prazarodka. Natomiast po 14 dniach zaobserwowano rozwoj trzykomorkowego prazarodka.
W przypadku genotypdw o nizszym potencjale embriogenetycznym zaobserwowano
degradacj¢ komoérek w woreczku zalgzkowym, a takze nieprawidtowy rozwoj tumorowatych
struktur w jego wnetrzu, czyli wtdérng embriogeneze.

Analizy immunocytochemiczne ujawnily wystgpowanie podobienstw w lokalizacji i
relatywnej zawartosci domen strukturalnych rozpoznawanych przez przeciwciato JIM13, jak
réwniez niewielkich réznic w relatywnej zawartosci domen strukturalnych rozpoznawanych
przez przeciwciatlo LMS5. Analiza detekcji powyzszych komponentéw $ciany komorkowej
wykazata, ze ich rozmieszczenie przebiegalo wedlug schematu poréwnywalnego dla
wszystkich genotypow. W zalazkach przed wylozeniem na pozywki regeneracyjne wyrazne
znakowanie obserwowano gldwnie w $cianie komorkowej woreczka zalagzkowego oraz w
$cianach komorek nucellusa sgsiadujacych z biegunem mikropylarnym. W miar¢ rozwoju
prazarodka obecnos$¢ epitpow polisacharydowych wokol woreczka zalagzkowego zanikata,
utrzymujac nieco nizszy poziom znakowania w komoérkach sasiadujacych z biegunem
mikropylarnym. Ponadto, widoczne sygnaly wskazujace na obecno$¢ AGP zawierajacych
epitopy reagujace z JIM13 odnotowano w formujacych si¢ Scianach dwu- i trzykomoérkowego
prazarodka. Natomiast w przypadku lokalizacji epitopéw charakterystycznych dla czesci
polisacharydowej proteoglikanow AGP rozpoznawanych przez przeciwcialo LMS



zaobserwowano istnienie drobnych r6znic w komoérkach woreczka zalagzkowego w zalazkach
genotypOw o wysokim i niskim potencjale embriogenetycznym. W  zalgzkach z
degradujagcymi komorkami woreczka zalazkowego nie odnotowano lokalizacji epitopoéw
rozpoznawanych przez przeciwciato JIM13 i LMS.

Przeprowadzono  charakterystyk¢  proteoglikanow  AGP  wyizolowanych z
niezaptodnionych zalazkow. Pierwszym etapem w analizie biochemicznej AGP bylo
okreslenie zawartos$ci tych zwigzkéw w badanych probach. W oparciu o metode elektroforezy
jednokierunkowej stwierdzono duze zrdznicowanie koncentracji AGP w zalgzkach
poszczegOlnych linii, co nie pozwala jednoznacznie przyporzadkowaé wickszych lub
mniejszych koncentracji genotypom o wyzszym 1 nizszym potencjale embriogenetycznym.
Analizowane izolaty charakteryzowaly si¢ powszechng obecnoscig JIM13, LM2 oraz JIM7 i
relatywnie rzadszym wystgpowaniem domen wykrywanych przez przeciwciatlo LM5. Dane
literaturowe wskazuja na powszechne wystepowanie epitopéw rozpoznawanych przez JIM13
i LM2. Wykryto je np. na powierzchni globularnych zarodkéw soamtycznych Cichorium oraz
Euphorbia pulcherrima (Chapman i in. 2000; Saare-Surminski i in. 2000) Wielu autorow
podkresla, ze czasteczki protoglikanéw ekstrahowane sg razem z pektynami. Stad ich
obecno$¢ w analizowanych ekstraktach AGP buraka.

Analize réznic w ekspresji genéw niezaplodnionych zalgzkOw na czterech etapach
rozwojowych wsrod genotypéw o wysokim i niskim potencjale embriogenetycznym
dokonano z zastosowaniem metody differential display opartej na systemie markeréw
molekularnych RAPD i ISSR. W wyniku przeprowadzonych reakcji PCR uzyskano lacznie
52 produkty. Z 15 przetestowanych starterow ISSR i1 15 starterow RAPD, 5 okazato si¢
przydatnych do dalszych analiz. Liczba prazkéw generowanych przez jeden starter wyniosta
od 4 do 14, a ich wielko$¢ zawierata si¢ w przedziale od 293 pz do 2103 pz. Lacznie
wytypowano 4 rézne produkty wykazujace zmieniong ekspresje. Sposrod wymienionych
produktéw prazek nr 1 (okolo 1094 pz) czgsciej wystepowat u genotypdéw dobrze
regenerujacych, za§ w mniejszej iloSci u genotypow stabiej regenerujacych. Ponadto
wytypowano dwa produkty nr 2 (okoto 618 pz) oraz nr 3 (okoto 670 pz) charakterystyczne
wylacznie dla zalagzkow wyizolowanych bezposrednio z ro$liny matecznej. Dodatkowo,
produkt nr 4 (okoto 813 pz) byl typowy dla genotypow stabiej regenerujacych. Powyzsze
produkty wycieto z zelu i poddano je klonowaniu i sekwencjonowaniu w ramach ustug
badawczych. Nastepnie przeprowadzono analize¢ BLAST otrzymanych sekwencji z
sekwencjami znajdujacymi si¢ w bazie danych NCBI. Zgodnie z nasza wiedza, obecnie nie
ma dostepnych danych literaturowych, ktore wskazywatby na analize réznic w ekspresji
gendw niezaplodnionych zalagzkow na poszczegdlnych etapach rozwojowych, wsrod
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 1
cytologicznie stabilnego materialu do dalszych badan.

2. Zrboznicowane wyniki regeneracji haploidalnych zarodkow w kulturach in vitro
niezaptodnionych zalagzkéw 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.

4. Linie buraka o wyzszym potencjale embriogenetycznym wykazaly porownywalng ilo$¢
AGP w stosunku do linii 0 nizszym potencjale embriogenetycznym, dlatego nie stwierdzono
zaleznos$ci miedzy zawartoscig tych proteoglikanow a potencjatem embriogenetycznym.



5. Zaobserwowano obecno$¢ 4 réznic wystepujacych w produktach reakcji PCR migdzy
analizowanymi liniami oraz etapami rozwojowymi. Scisty zwigzek powyzszych produktow z
faktycznymi réznicami powinien by¢ zweryfikowany w toku kolejnych badan.

Wyniki badan zostaly zaprezentowane w formie posteru na: International Conference
"Plants In Vitro: Theory and Practice”, zorganizowana przez Vienna International
Conferences and Events Association w dniach 8 — 9 luty 2016 r. we Wiedniu.

Tytul posteru: ,,Preliminary investigation of molecular changes during ovule embryogenesis
in sugar beet (Beta vulgaris L.)”.
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