Sprawozdanie z realizacji badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego
W produkcji roslinnej, finansowanych przez MRiRW w ramach zadania nr 25
""Molekularne podstawy zjawiska albinizmu w kulturach izolowanych mikrospor
jeczmienia" w roku 2017

Do analiz wykorzystano dwie odmiany j¢czmienia jarego ‘Mercada’ i ‘Jersey’, ktore
charakteryzuja si¢ rdzng czgstotliwoscig regeneracji roslin zielonych w kulturze izolowanych
mikrospor. Odmiany te wybrano na podstawie wczesniejszych analiz wykonanych w roku 2014 w
Katedrze Genetyki US w ramach niniejszego zadania.

Celem tematu badawczego 1 bylo przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania NGS
plastoméw odmian ‘Mercada’ i ‘Jersey’ z poszczegdlnych etapow kultury izolowanych mikrospor, tj.
z mikrospor w stadium $rednio-pdéznym do pdznego (M-L, stadium wykorzystywane do inicjacji
kultury) oraz zarodkéw w 21. i 46. dniu kultury in vitro, a takze z zielonych i albinotycznych
regenerantow. Biblioteki te bedg sekwencjonowane w roku 2018. Dodatkowo, przygotowano
biblioteki chloroplastowego DNA z siewek wzrastajacych na $wietle obu odmian, ktére postuzg jako
sekwencje referencyjne. Uzyskane wyniki w ramach tematu badawczego 1 postuza w kolejnym roku
do sprawdzenia, czy albinizm ro$lin uzyskiwanych z androgenicznych zarodkéw zalezny jest od
delecji/rearanzacji genomow chloroplastowych u regenerujacych z zarodkoéw roslin i w jakim etapie
kultury in vitro te zmiany zachodza.

Kolejnym realizowanym celem (temat badawczy 2) bylo ustalenie co nastepuje ze
zroznicowanymi juz plastydami po zastosowaniu przedtraktowania niezbednego do indukcji procesu
androgenezy. Analiza obejmowala zar6wno mikrospory in vivo w stadium M-L, mikrospory po
zastosowaniu traktowania wstepnego pozywka SMBI1 oraz poczatkowe etapy kultury izolowanych
mikrospor (2., 4. oraz 7. dzien kultury) dwoch odmian jeczmienia. Materiat roslinny pozyskany na
tych etapach postuzyt do analizy ekspresji genow zwigzanych z biogenezg oraz degradacja plastydow,
okreslenia liczby kopii genomu plastydowego oraz do analiz morfologii plastydow. W mikrosporach
w stadium M-L odmiany ‘Jersey’ obecne byly wylacznie proplastydy oraz eoplasty, stanowigce
wiekszo$¢ puli plastydéw, natomiast u odmiany ‘Mercada’ obserwowano o polowg mniejszg, w
odniesieniu do odmiany ‘Jersey’ liczbe eoplastow i podobng liczebnie pule proplastydow. Ponadto, u
odmiany ‘Mercada’ obecne byly amyloplasty, ktore nie wystgpowaly u odmiany ‘Jersey’.
Przedtraktowanie mikrospor pozywka SMBI1 nie Wptyneto na roéznice w zageszczeniu plastydow w
cytoplazmie mikrospor, ani na udziat poszczeg6lnych typow plastydow w mikrosporach. Natomiast w
4. dniu kultury po raz pierwszy zaobserwowano u odmiany ‘Jersey’ obecno$¢ amyloplastow.
Jednocze$nie ponownie wzrost udziat proplastydow u odmiany ‘Jersey’, co skutkowalo podobna
liczebnoscia wszystkich trzech typoéw plastydéw: proplastydéw, eoplastow i amyloplastow na tym
etapie kultury. U odmiany ‘Mercada’ najliczniejsza klasa pozostawaly amyloplasty, ktorych liczba
byta dwukrotnie wyzsza w porownaniu do pozostatych typoéw plastydow.

W celu opisania molekularnych aspektow rozwoju plastydow po zastosowaniu
przedtraktowania, okreslono profil ekspresji gendw zwiazanych z biosynteza skrobi oraz transkrypcja
oraz translacja zachodzaca w plastydach. Relatywny poziom ekspresji genow zwigzanych z biosynteza
skrobi juz po przedtraktowaniu mikrospor pozywka SMB1 ulegl znaczagcemu obnizeniu w stosunku do
mikrospor w stadium M-L u obu odmian, a w kulturze in vitro ekspresja tych genow byta dalej
zahamowana. Analiza poziomu ekspresji genéw zwigzanych z transkrypcja i translacjg plastydowsg
wykazata, ze u odmiany ‘Jersey’, bezposrednio po przedtraktowaniu, ekspresja wigkszosci
analizowanych genow pozostawata na podobnym poziomie w stosunku do mikrospor w stadium M-L
niepoddanych traktowaniu wstepnemu. W odréznieniu od odmiany ‘Jersey’, u odmiany ‘Mercada’
0gblng tendencjg obserwowang po przedtraktowaniu pozywka SMB1 bylo obnizenie ekspresji tych



genow, wzrost ich ekspresji obserwowano dopiero w 7. dniu kultury. Analiza ekspresji genow
zwigzanych z proteoliza biatek plastydowych i degradacja plastydow wykazala znaczaco wyzszy
wzrost ekspresji tych genéw u odmiany ‘Jersey’. W mikrosporach w stadium M-L stwierdzono
dwukrotnie nizszg liczbe kopii plastomu u odmiany ‘Mercada’ w porownaniu do odmiany ‘Jersey’.
Podczas procesu androgenezy, po traktowaniu wstepnym pozywka SMBI1 nastgpit wzrost liczby kopii
plastomu u obu odmian, lecz znacznie wyzszy u odmiany ‘Mercada’.

Celem szczegdtowego pordéwnania roznicowania plastydow w regenerujacych zarodkach obu
odmian podczas ich konwersji w roslinki wykonano analize¢ poziomu ekspresji genéow zwiazanych z
biogeneza plastydow oraz roéznicowaniem si¢ chloroplastow, okreslono liczbe kopii plastoméw oraz
morfologi¢ plastydow (Temat badawczy 3). W analizie wykorzystano zarodki w 43. dniu kultury (po 3
dniach ekspozycji na $wiatto) oraz zarodki na pozywce regenerujacej, w 46., 50., i 55. dniu kultury, a
takze zregenerowane ro$liny albinotyczne i zielone. Obserwacje mikroskopowe wykazaty, ze w 46.
dniu kultury, w przypadku odmiany ‘Jersey’ zdecydowang wickszo$¢ plastydow obecnych w
pojedynczych komorkach migkiszu stanowity zréznicowane chloroplasty, a dodatkowo obserwowano
niewielkg frakcje etioplastow roznicujacych sie w chloroplasty. Natomiast u odmiany ‘Mercada’
obecne byly eoplasty oraz etioplasty w podobnych proporcjach. W 50. i 55. dniu kultury u odmiany
‘Jersey’ obserwowano wylgcznie chloroplasty, a u odmiany ‘Mercada’, wsrdd badanych regenerantow
nie znaleziono takich, ktére w swoich komorkach miekiszu posiadatyby chloroplasty. W przypadku
wielko$ci, czy ultrastruktury chloroplastow pochodzacych z liSci zielonych regenerantow
wzrastajacych na $wietle nie odnotowano roznic migdzy odmiang ‘Jersey’ i ‘Mercada’. U obu odmian
widoczne byly dobrze zréznicowane tylakoidy utozone w grana, co $wiadczy o wystepowaniu w pelni
zroznicowanych chloroplastow. Oprdocz chloroplastow nie obserwowano innych typow plastydow w
lisciach zielonych regenerantéw. Jednakze, w liSciach zielonych regenerantow odmiany ‘Jersey’
obserwowano wyzszg liczbe chloroplastéw, w poroéwnaniu do odmiany ‘Mercada’. W przypadku
regenerantow albinotycznych, u obu odmian obserwowano wylacznie eoplasty oraz etioplasty na
roznych etapach zrdznicowania, rozpoczynajac od ectioplastow z ksztaltujacym si¢ cialem
prolamelarnym w przypadku odmiany ‘Jersey’, po etioplasty z zaczatkami tylakoidow wystepujace u
odmiany ‘Mercada’, ktére jednak nigdy nie osiggaly uporzadkowania obserwowanego w
chloroplastach. U odmiany ‘Mercada’ na pojedynczym przekroju przez komorke migkiszu
obserwowano istotnie statystycznie wyzsza liczbe plastydow, jednak procentowy udzial eoplastéw i
etioplastow u obu odmian byl podobny. W zadnym przyypadku nie obserwowano dojrzatych
chloroplastow o wielko$ci 1 uktadzie tylakoidow podobnym do obecnych w zielonych regenerantach
obu odmian.

Analiza ekspresji gendéw zwigzanych z translacja wykazala, ze u odmiany ‘Jersey’ geny
kodujace czasteczki 16S i 23S rRNA, wykazuja stopniowy wzrost poziomu ekspresji w 46. i 50. dniu
kultury, a nastgpnie 6 i 8-krotny wzrost poziomu ekspresji w 55. dniu kultury. Takiego podwyzszenia
ekspresji nie zaobserwowano u odmiany ‘Mercada’ zaréwno podczas procesu regeneracji, jak i w
roslinach albinotycznych. Nie stwierdzono znaczacych réznic pomiedzy odmianami, poroéwnujac
profile ekspresji genow fotoreceptorow podczas procesu regeneracji roslinek w wyniku eskpozycji na
$wiatto. Jednakze, w przypadku odmiany ‘Jersey’, od 46. dnia kultury nastgpowat znaczacy stopniowy
wzrost ekspresji czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z odpowiedzig na $wiatlo, cO 0znacza
prawidlowa indukcje przez fotoreceptory roznicowania chloroplastéw pod wptywem $wiatta. Nie
obserwowano podobnego wzrostu ekspresji tych genéw podczas regeneracji ro$linek u odmiany
‘Mercada’, co oznacza zablokowanie réznicowania chloroplastow na etapie konwersji zarodkow i
zatrzymanie rozwoju plastydéw u tej odmiany na etapie etioplastow. U odmiany ‘Jersey’ w 43. dniu
kultury zidentyfikowano 33+14 kopie genomu plastydowego, ktérego liczba wzrastala podczas
procesu regeneracji roslinek i osiggnela poziom ok. 150 kopii w roslince zielonej. U odmiany
‘Mercada’ natomiast, liczba kopii plastomu w poczatkowych etapach regeneracji nie roznita si¢



znaczaco w odniesieniu do odmiany ‘Jersey’ i od 43. do 55 dnia kultury réwniez wzrastata, jednakze
obserwowano znaczace réznice w liczbie kopii poszczegélnych genoéw plastydowych. Podobne
dysproporcje zaobserwowano w albinotycznych regenerantach odmiany ‘Mercada’, natomiast u
zielonych regenerantow tej odmiany liczba kopii poszczegdlnych genow plastydowych byta
proporcjonalna, jednak liczba plastoméw byta dwukrotnie nizsza, w poréwnaniu do odmiany ‘Jersey’.

W celu okres$lenia zalezno$ci pomigdzy stanem roznicowania plastydow podczas rozwoju
pytku in vivo a poziomem regeneracji ro$lin zielonych przeprowadzono analiz¢ poziomu ekspresji
genoéw kodujacych enzymy uczestniczace w syntezie skrobi. U odmian, u ktérych poziom regeneraciji
ro$lin zielonych byl nizszy niz 60% zaobserwowano znaczacy wzrost poziomu ekspresji
analizowanych genéw w stadium wczesno-srednim. Wzrost poziomu ekspresji tych genéw nie byto
obserwowany u odmian, ktore w kulturze izolowanych mikrospor produkowaly powyzej 60% roslinek
zielonych. Wykazano silng, pozytywng korelacje pomiedzy poziomem regeneracji roslin
albinotycznych, a poziomem ekspresji analizowanych genéw w stadium EM. Proste barwienie z
wykorzystaniem plynu Lugola wykazato, ze w mikrosporach w stadium M-L odmian produkujgcych
ponizej 60% roslin zielonych zaobserwowano zabarwione ziarna skrobi, §wiadczace o obecno$ci
amyloplastow.



