
Temat pracy: Charakterystyka metabolizmu RNA podczas odroznicowania 
komorek mezofilowych Arabidopsis thaliana 

S T R E S Z C Z E N I E 

Od kiedy zespobwi Takebe i wsp. w 1971 udaio si? odtworzyc cal^ roslin? tytoniu z 

jednego protoplastu w tzw. systemic protoplast-to-plant, procedura ta zdobyia^uzq 

popularnosc w biotechnologii roslin m. in. dzi?ki mozliwosci tworzenia nowych odmian przez 

hybrydyzacj? somatyczn^. Pierwszym i najbardziej limituj^cym w tym systemie etapem jest 

odroznicowanie komorek, indukowane usuni?ciem sciany komorkowej. Pomimo wielu prac 

wykorzystuj^cych protoplasty jako obiekt roznego typu badan podstawowych jak i 

aplikacyjnych wiedza na temat molekularnych mechanizmow odroznicowania komorek roslin 

od momentu izolacji protoplastow po ich pierwsze podzialy komorkowe jest niewielka. 

Dlatego celem niniejszej pracy bylo: 1) poznanie poziomu aktywnosci transkrypcyjnej 

genomu, ze szczegolnym uwzgl?dnieniem transkrypcji prowadzonej przez polimeraz? I I RNA 

podczas kolejnych etapow odroznicowania, oraz 2) okreslenie jaka jest funkcja w tym 

procesie potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow przez miRNA. Material badawczy 

stanowily liscie Arabidopsis thaliana, izolowane z nich protoplasty oraz hodowane komorki 

pochodzqce z protoplastow. 

W niniejszej pracy wykazano, ze izolacja protoplastow, pomimo dekondensacji 

chromatyny, powoduje 8,5 krotny spadek intensywnosci transkrypcji prowadzonej przez 

polimeraz? I I RNA. W tym okresie obserwowano takze zmniejszenie si? ilosci 25S rRNA w 

j^derku wskazuj^ce na obnizenie takze aktywnosci polimerazy I RNA. Chwilowe 

zatrzymanie/obnizenie syntezy RNA moze miec zwi^zek ze zmian^ profilu transkrypcji 

b?d4ca konsekwencj^ wyl^czenia ekspresji genow mezofilowych i nabywaniu przez 

protoplasty totipotencji. Zjawisko to, obserwowane w niniejszej pracy na poziomie 

komorkowym, moze bye kluczowe dla odroznicowania komorek roslin. W kolejnych stadiach 

dedyferencjacji ma miejsce intensywne usuwanie transkryptow 25 S rRNA i poli(A) RNA z 

cytoplazmy. Proces ten - okreslany czyszczeniem cytoplazmy - prowadzi do usuni?cia 

transkryptow rybosomalnych oraz koduj^cych bialka pochodz^cych jeszcze z komorek 

mezofilowych. 

W pozniejszych stadiach, przed maj^cymi nast^pic podzialami komorkowymi, ilosc 

badanych transkryptow wzrastala sekwencyjnie, w cytoplazmie najpierw pojawialy si? 

cz^steczki 25S rRNA, a nast?pnie poli(A) RNA. Tym samym po wlqczeniu nowego wzorca 



ekspresji, prowadz^cego do odroznicowania, nowo syntetyzowany mRNA ulega translacji na 

nowo powstalym aparacie translacyjnym. 

Nast?pnie postawiono pytanie jak^ funkcj? w procesie odroznicowania komorek roslin 

ma potranskrypcyjna regulacja ekspresji genow z udzialem miRNA. Badania obejmuj^ce 

pomiary ilosci i dystrybucji bialka AGOl (bialko kompleksu RISC bior^cego udzial w 

wyciszaniu mRNA przez miRNA) w jqdrze i cytoplazmie, cial j^drowych typu D-bpdies 

(miejsca obrobki pri-miRNA) oraz porownanie smiertelnosci mutanta del 1-9 (DCLl - bialko 

niezb?dne do egzonukleolitycznej obrobki pri-miRNA i powstania dojrzalych miRNA) z 

roslinami typu wt wykazaly, ze regulacja ekspresji genow z udzialem miRNA jest niezb?dna 

podczas odroznicowania, szczegolnie w okresie podzialow komorkowych. Dodatkowo 

sekwencjonowanie mikrotranaksryptomu wykazalo, ze w porownianiu do komorek 

mezofilowych lisci, w protoplastach deregulacji ulega tylko 5%, natomiast w stadium 

podzialow komorkowych ponad 25% eksprymowanych miRNA. 

Analiza mikrotranskryptomu protoplastow oraz pochodz^cych z nich hodowanych 

komorek, wykazala waznq rol? miR319 oraz miR396 w regulacji pierwszych podzialow 

komorek roslin podczas odroznicowywania. Potwierdzily to badania wykazuj^ce wyzsz^ 

smiertelnosc oraz nizsz^ intensywnosc podzialow hodowanych komorek pochodz^cych z 

protoplastow uzyskanych z lisci mutanta Amir319b. 

Na podstawie zmian ilosci odczytow poszczegolnych miRNA wykazano takze, ze 

istotne znaczenie w procesie odroznicowania moze miec stres oksydacyjny (miR398), szlaki 

sygnalowe z udzialem auksyn (miR390) i mechanizmy utrzymywania totipotencji hamuj^ce 

roznicowanie komorek (miR396a i miR164). Opieraj^c si? na uzyskanych wynikach miR319, 

miR390 i miR398 wydaj^ si? bye kluczowe w procesie odroznicowania i mog^ stac si? 

obiektem manipulacji genetycznych, w celu zwi?kszenia efektywnosci procesu regeneracji 

roslin z protoplastow. 


