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Projekt ma na celu identyfikacje czynnikow genetycznych specyficznych na poziomie komorek,
kontrolujagcych pluripotencje komorek somatycznych Arabidopsis thaliana. Proces somatycznej
embriogenezy (SE) manifestuje wyjatkowa plastycznos$¢ rozwojowa komorek roslinnych. Totipotencja
jest jedng z najbardziej pozadanych przez cztowieka cech charakterystycznych dla roslin i odpowiada
za zdolnos¢ pojedynczej lub grupy komorek odtworzenia w petni funkcjonalnego organizmu. SE od lat
stanowi przydatny system w badaniach czynnikow molekularnych determinujacych pluripotencje
komorek somatycznych, ale jest rowniez metoda wykorzystywana w transformacji genetycznej roslin
oraz systemem wykorzystywanym do rozmmnazania ro$lin o dlugim cyklu zZyciowym
(mikrorozmnazanie). Zarodki somatyczne poddawane sa kapsutkowaniu co pozwala na otrzymywanie
duzych ilo$ci sztucznych nasion bgdacych klonami rosliny mateczne;.

Jednakze, podstawowym ograniczeniem w analizach eksperymentalnych majacych na celu
identyfikacje molekularnych czynnikow regulujacych SE jest trudno$¢ oddzielenia i analizy wyltacznie
tych komorek, ktore ulegaja indukcji SE. Jak dotad analizy opieraty si¢ na technikach izolacji RNA z
calych eksplantatow, w ktorych komorki embriogenne stanowity tylko niewielki procent. Aby
odpowiedzie¢ na pytania dotyczace aktywnosci transkryptomu podczas tranzycji embriogenicznej
komorek somatycznych w trakcie indukcji SE i rozwoju zarodka somatycznego, zamierzamy
przeprowadzi¢ sortowanie jader komorkowych aktywowanych fluorescencyjnie (FANS), aby
wyizolowac tylko te komorki, ktore podlegaja SE (Gutzat and Mittelsten Scheid, 2020).

W badaniach zostanie wykorzystany system indukcji bezposredniej SE u Arabidopsis, w ktorym to
zarodki somatyczne sg produkowane szybko i wydajnie z pomini¢gciem posredniego stadium kalusa
(Gaj, 2001). Analiza kilku punktow czasowych w trakcie kultury SE in vitro metodg FANS stworzy
wyjatkowg okazj¢ do uzyskania wgladu w dynamiczne zmiany transkryptomiczne zwigzane z indukcja
embriogenng. Aby przeanalizowa¢ transkryptom jader wyizolowanych z zastosowaniem metody FANS,
wykorzystamy zaadoptowane protokoty do RNA-seq i smallRNA-seq dostosowane do bardzo mate;j
ilosci materiatu do analizy.

W celu zweryfikowania roli wytypowanych do analizy genow i matych czasteczek RNA wybranych na
podstawie analiz transkryptomu, wykorzystane zostang liczne linie transgeniczne z zmieniong
aktywnoscig odpowiednich gendéw, np. linie insercyjne, linie z nadekspresjg analizowanych genow, linie
reporterowe itp. Cze¢$¢ linii wykorzystanych w projekcie zostanie stworzona i wyprowadzona na jego
potrzeby.

Wyniki projektu poszerza wiedz¢ o mechanizmie kontrolujagcym pluripotencj¢ komoérek somatycznych,
przyczyniajac si¢ do postepu w wielu obszarach biotechnologii i medycyny. Wdrozenie FANS do badan
nad SE pozwali na pionierskie analizy specyficznej frakcji komorek ulegajacych SE, co znacznie
poszerzy wiedz¢ o molekularnych podstawach totipotencji komorek roslinnych, w tym gatunkow
waznych ekonomicznie. Identyfikacja genetycznych regulatorow SE jest podstawa dalszego postgpu w
opracowywaniu protokotdow regeneracji ro$lin, produkcji sztucznych nasion i produkcji roslin
genetycznie modyfikowanych. Dodatkowo zaplanowane w projekcie poréwnanie moze by¢ kluczowym
elementem toczacej si¢ od kilkudziesieciu lat dyskusji na temat konwergencji mechanizmow
genetycznych zaangazowanych w zygotyczng 1 somatyczng embriogenez¢ u roslin.



