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Badania nad mechanizmami warunkujacymi proces
embriogenezy gametycznej u buraka cukrowego

The research on the mechanisms responsible for gametic embryogenesis
in sugar beet

Stowa kluczowe: AGP, Beta vulgaris, gynogeneza, haploidy

W ostatnich kilkunastu latach nieodzownym elementem strategii tworzenia nowych
materiatdw wyjsciowych dla hodowli, jak roéwniez doskonalenia odmian buraka
cukrowego stato si¢ wykorzystanie najnowszych osiggni¢¢ w dziedzinie biotechnologii.
Otrzymanie haploidow tego gatunku okazato si¢ mozliwe dopiero w latach 80.
z wykorzystaniem kultur in vitro niezaptodnionych zalgzkow i zalazni (Van Geyt i in.,
1987; Doctrinal i in., 1989; Goska, 1997), podczas ktérych dochodzi do regeneracji
haploidalnych pedéw z komodrek jajowych woreczka zalagzkowego. Rosliny haploidalne
sa nieplodne, z tego wzgledu niezbedna jest ich diploidyzacja dla uzyskania stabilnych
genetycznie 1 cytologicznie linii podwojonych haploidow (linii DH). Jednak
wykorzystanie linii DH w hodowli ro$lin w znacznym stopniu uwarunkowane jest
efektywna metoda ich wyprowadzenia z rdéznych materiatow wyjsciowych. Wplyw
genotypu uwazany jest za najwazniejszy czynnik warunkujgcy efektywno$¢ prawie
wszystkich rodzajow kultur tkankowych, a w szczegolno$ci embriogenezy gametyczne;.
Obecnie niewiele wiadomo na temat mechanizméw molekularnych, w tym udzialu
poszczegblnych gendow zwigzanych z indukcjg powyzszego procesu. Przy czym warto
podkresli¢, iz identyfikacja genotypéw o wysokim potencjale gynogenetycznym bytaby
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wysoce pozadana. Dlatego tez, aby poszerzy¢ wiedz¢ na temat genetycznych
mechanizméw warunkujacych rozwoj haploidalnych zarodkow nicodzowne sg badania
prowadzone na szeroka skalg, szczegdlnie genotypow o wysokim i niskim potencjale
gynogenetycznym buraka cukrowego (Bohanec, 2009).

Z powyzszych wzgledow punktem wyjscia prowadzonych prac byta miedzy innymi
cytologiczna charakterystyka komorek zalgzka buraka. Zaobserwowano, iz podczas
prowadzenia kultur zaptodnionych zalgzkéw buraka cukrowego, dochodzi do zmian
w obrebie $cian komorek integumentum (Bruun, 1991). Zgodnie z danymi
literaturowymi, obecnos$¢ poszczegdlnych komponentdw $ciany, jak tez ich przestrzenna
organizacja sg potencjalnymi czynnikami odzwierciedlajgcymi lub w pewnym stopniu
warunkujacymi wlasciwosci morfogenetyczne komorek i tkanek. Badania prowadzone na
3 liniach kalusa buraka cukrowego (normalnego, nieorganogenicznego i rakowego)
roéznigcych si¢ potencjalem morfogenetycznym wykazaty, iz w toku prowadzenia kultur
dochodzi do zréznicowanej ekspresji peroksydaz, chitynaz, esteraz pektynowych.
Powyzsze enzymy uczestnicza w modyfikowaniu wilasciwosci komponentow Sciany
komoérkowej, przy czym chitynazy biorg udzial w szlaku przemian czgsci bialkowej
arabinogalaktanow, zawierajacych N-acetylo-D-glukozamie (GlcNAc) oraz glukozaming
(GIeN), co prowadzi do uwolnienia oligosacharydowych czgsteczek sygnalnych
(Pavokovi¢ 1 in., 2012). Obecny stan wiedzy pozwala stwierdzi¢ istotng rolg
komponentéw Sciany komorkowej jakimi sg proteoglikany AGP (ang. arabinogalactan
proteins) w procesach wzrostu tagiewki pytkowej, wydtuzania i réznicowania komorek,
atakze regulacji somatycznej embriogenezy (Capataz-Tafur i in., 2011). Ponadto
wykazano obecno$¢ AGP w organach wegetatywnych i1 generatywnych roslin, w tym
rowniez w zalgzkach (Acosta-Garcia i Vielle-Calzada, 2004; Qin i Zhao, 2006). Wyniki
przytoczonych prac eksperymentalnych sugeruja, ze proteoglikany AGP pelnia istotng
role w procesach morfogenezy roslin.

Dlatego tez uznano za celowe porownanie struktury $cian komorkowych
syntetyzowanych przez trudno i tatwo regenerujagce na drodze gynogenezy genotypy
buraka cukrowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem lokalizacji i rearanzacji wybranych
proteoglikanow i pektyn.

Obserwacje histologiczne w mikroskopie $wietlnym prowadzone na skrawkach
cienkich (1 um) wykazaty, ze izolacja niezaptodnionych zalgzkdéw z roslin donorowych
odbyla si¢ migdzy 1-3 dniem przed stadium antezy, za$ woreczek zalagzkowy byl w petni
rozwini¢ty, dojrzaty i prawidlowo zorganizowany. W przypadku genotypow o wyzszym
potencjale embriogenetycznym po 7 dniach od wyloZenia na pozywki regeneracyjne
w niezaptodnionych zalgzkach woreczek zalagzkowy powigkszyt si¢, za§ synergidy ulegty
resorpcji. Na kolejnym etapie (po 9 dniach) widoczne byly pierwsze podziaty komorki
jajowej 1 tworzenie si¢ dwukomorkowego prazarodka. Natomiast po 14 dniach
zaobserwowano rozw¢j trzykomorkowego prazarodka. W przypadku genotypow
onizszym potencjale embriogenetycznym zaobserwowano degradacje komorek
w woreczku zalgzkowym, a takze nieprawidtowy rozwoj tumorowatych struktur w jego
wnetrzu, czyli wtdrng embriogeneze.
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Obecnos¢ 1 dystrybucja epitopow charakterystycznych dla jednego typu
proteoglikanow AGP 1 pektyn zostala wstepnie zbadana w tkankach niezaptodnionych
zalgzkow buraka cukrowego o wysokim i niskim potencjale embriogenetycznym,
utrwalonych na czterech etapach rozwojowych (w dniu pobrania oraz po 7, 9 i 14 dniach
od wylozenia na pozywki indukcyjne). Detekcje przeprowadzono na skrawkach
pélcienkich (0,5 pm). Miejsce wigzania przeciwcial przez antygeny komorkowe
uwidoczniono in situ po przylaczeniu przeciwcial wtérnych znakowanych izo-
tiocyjanianem fluoresceiny (FITC) zgodnie z metodyka opisang przez Wisniewska
i Majewska (2007). Preparaty analizowano w mikroskopie fluorescencyjnym Jenalumar.
Obserwacje mikroskopowe ujawnily wystepowanie w znacznych ilosciach relatywnej
zawarto$ci domen strukturalnych charakterystycznych dla pektyn rozpoznawanych przez
przeciwcialo LM6. Natomiast obecnosci domen strukturalnych rozpoznawanych przez
przeciwciato JIM14 odnotowano w $ladowych ilosciach. Analiza detekcji powyzszych
komponentoéw $ciany komorkowej wykazata, ze ich rozmieszczenie przebiegalo wedlug
schematu porownywalnego dla wszystkich genotypow. Reakcje kontrolne do powyz-
szych analiz, wykonane z pomini¢ciem etapu inkubacji z przeciwcialem pierwotnym,
wykazaty brak znakowania komorek zalgzka, co $wiadczy o poprawnym wykonaniu
analiz immunocytochemicznych.

Epitopy charakterystyczne dla pektyn zlokalizowano przy pomocy przeciwciata LM6.
W zalgzkach przed wylozeniem na pozywki regeneracyjne wyrazne znakowanie
obserwowano gtownie w $Scianie komorkowej woreczka zalagzkowego oraz nieco stabsze
w $cianach komorek nucellusa sasiadujacych z biegunem mikropylarnym. W pozostatych
komorkach nucellusa, ostonek i podstawy zalazka odnotowano stabsze, lecz rownomierne
znakowanie. W miar¢ inicjacji i rozwoju prazarodka (7, 9, 14 dzien kultury) obecno$¢
epitpéw polisacharydowych wokot woreczka zalazkowego zanikala, utrzymujac nieco
wyzszy poziom znakowania w cze$ci mikropylarnej nucellusa. Ponadto, widoczne
sygnaly wskazujace na obecno$¢ AGP zawierajacych epitopy reagujagce z LM6
odnotowano w formujacych si¢ §cianach dwu- i trzykomoérkowego prazarodka.

W przypadku lokalizacji epitopéw charakterystycznych dla polisacharydowej czgsci
proteoglikanow AGP rozpoznawanych przez przeciwciato JIM14 w zalgzkach przed
wylozeniem na pozywki regeneracyjne wyrazne znakowanie obserwowano w §cianie
komoérkowej woreczka zalazkowego oraz Scianach komorek nucellusa sgsiadujacych
z biegunem mikropylarnym. W pozostalych komoérkach nie stwierdzono znakowania
powyzszych epitopéw. W kolejnych dniach prowadzenia inicjacji regeneracji obecnosé
epitopow polisacharydowych wokot woreczka zalagzkowego zanikata, utrzymujac niski
poziom znakowania w komdrkach kolumnowych kanatu mikropylarnego.

Z powyzszych wzgledow uznano, iz obecnos¢ i lokalizacja okreslonych domen cukro-
wych moze miec istotny wptyw na proces embriogenezy gametycznej buraka cukrowego,
co wymaga potwierdzenia wicksza liczba obserwacji w toku kolejnych badan.
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