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Tolerancja na stresy abiotyczne - genotypowanie pszenicy w oparciu o strategie genow
kandydujacych
Susza w krytycznej fazie ktoszenia (np. krétka susza wiosenna) powoduje: zaburzenia
mikrosporogenezy, nizszg zywotnosc ziaren pytku, stabsze wypetnienie ktoséw i znacznie obnizony plon.

Nadrzednym celem projektu byta identyfikacja zmiennosci genetycznej potencjalnie sprzezonej z
tolerancjg pszenicy na susze, na podstawie oceny zywotnosci pytku i stopnia zawigzywania nasion w
ktosie.

Cele etapowe projektu

1. Analiza cytologiczna mikrosporogenezy oraz ocena stopnia zawigzywania ziarniakow réznych genotypow
pszenicy w warunkach stresu.

Cel osiggnieto

Zgromadzono 112 genotypdw pszenic z ktérych do badan wybrano 36 pochodzacych z réznych regionéw
klimatyczno-glebowych na swiecie.

Wskazano stadia rozwoju ktosdw i skoordynowano z nimi kolejne fazy mikrosporogenezy w warunkach normalnych i
stresie suszy w zréznicowanej populacji genotypow.

2. ldentyfikacja genéw kandydujacych biorgcych udziat w hormonalnej regulacji proceséw rozwojowych ktosa i
warunkujacych odpowiedz na stresy srodowiskowe.

Cel osiggnieto

Wytypowano ponad 26 gendéw potencjalnie zaangazowanych w reakcje mikrosporogenezy na susze.
Zidentyfikowano homeologi tych gendw w subgenomach A, B i D pszenicy, poznano ich strukture, sekwencje
kodujgce oraz warianty splicingowe.



Cele etapowe projektu c.d.

3. Analiza wybranych genow i weryfikacja ich udziatu w mikrosporogenezie lub innych procesach zwigzanych z
zawigzywaniem nasion w zbadanych genotypach pszenicy,

Cel osiggnieto

Analiza ekspresji gendw kandydujacych w pylnikach roslin kontrolnych i po stresie suszy w genotypach o skrajnej
(najsilniejszej i najstabszej) tolerancji potwierdzity udziat praktycznie wszystkich wytypowanych genéw w odpowiedzi
pylnikdw na stres. Do dalszych etapéw wybrano gen inwertazy Talnv1.

4. Identyfikacja zmiennosci genow kandydujacych oraz weryfikacja zwigzku tej zmiennosci z wybranymi cechami
fenotypowymi.

Cel osiggnieto

Zidentyfikowano skafoldy genomu pszenicy zawierajgce homeologi genu Talnv1. Analiza tych skafoldow wykazata
obecnos¢ kilkudziesieciu sekwencji repetytywnych.

Dwie sekwencje SSR Reg 23-404 i Reg 35-404 wykazaty polimorfizm dtugosci w 30 badanych genotypach.

Najkrétsze formy SSR Reg 23-404 (AG),, i (AG),, obecne w odmianach o najwyzszej tolerancji mikrosporogenezy na
krotkotrwaty stres suszy moga by¢ markerem molekularnym cechy podwyzszonej tolerancji na susze wynikajgcej ze
zwiekszonej zywotnosci pytku i wyzszego wspotczynnika wypetnienia ktosow w roslinach poddanych stresowi.



Materiat i metody

Materiat biologiczny

1.

Zebrano 112 genotypow pszenic: 24 linie i odmiany z Maize Research Institute, Belgrade, Serbia; 2 odmiany Chinese
Spring i SQ1 oraz 4 linie rekombinacyjne tych odmian, 82 genotypy z Krajowego Centrum Zasobow Genowych, IHAR-
PIB, Radzikow.

Do doswiadczen wybrano 36 genotypdw pochodzgcych z roznych regiondw klimatyczno-glebowych na Swiecie i
reprezentujgcych potencjalnie szeroki zakres reakcji badanej cechy tj. zaburzen mikrosporogenezy i nieptodnosci pytku
na stres suszy.

Metody badawcze

identyfikacja faz rozwojowych ktosa i stopnia wypetnienia ktosdw,
metody cytologiczne do badan mikrosporogenezy i zywotnosci pytku

bioinformatyczna analiza genomowych baz pszenicy NCBI, EnsemblePlants,
analizy bioinformatyczne do sktadania i analizy sekwencji nukleotydowych w tym m.in.: pakiet LaserGene (DNAStar),

programy do catogenomowej identyfikacji i analizy sekwencji repetytywnych: GAMATA (Genome-wide Microsatellite
Analyzing Toward Application), http://tandem.bu.edu/trf.html ; ISFD (Imperfect SSR Finder Documentation)
https://ssr.nwisrl.ars.usda.gov/ ; SSRIT (Simple Sequence Repeat Identification Tool)
http://www.gramene.org/db/searches/ssrtool ; TRF (Tandem Repeat Finder) http://tandem.bu.edu/trf.html.

1. Fenotypowanie stresu suszy:
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2. Identyfikacja gendow kandydujacych
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BLAST, programy do projektowania starterdow,

[ |

3.

Metody biologii molekularnej roslin w tym m.in.: izolacja DNA i RNA, synteza cDNA, reakcje PCR i RT-PCR z pomiarem

w czasie rzeczywistym, elektroforeza w zelach agarowych i PAGE.


http://tandem.bu.edu/trf.html
https://ssr.nwisrl.ars.usda.gov/
http://www.gramene.org/db/searches/ssrtool
http://tandem.bu.edu/trf.html

Wyniki, Podsumowanie, Wnioski

Zgromadzono kolekcje 112 genotypdw pszenic z rozych regiondw klimatyczno-glebowych na swiecie.

Skorelowano etapy rozwoju rosliny i ktosa z fazami mikrosporogenezy.

o |
Wykazano, ze stadium AD 5-8cm koreluje z mejozg e o E —
mikrosporogenezy i jest odpowiednie do aplikowania f . "%.
stresu suszy oraz badania oddziatywanie tego stresuna | % N g

mikrosporogeneze i zawigzywanie zierniakow. .“
; #. Auricle Distance (AD)

Opracowano schemat warunkéw wzrostu roslin, stresu suszy oraz analiz fenotypowych i molekularnych
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> analiza sywotnosci pytku, Analiza wypetnienia ktosa

» izolacja RNA,
» analiza ekspresji genow



Zbadano przebieg mikrosporogenezy i zawigzywanie ziarniakdw w warunkach normalnych i stresie suszy w

36 genotypach pszenic.

Wspotczynnik wypetnienia ktosow w warunkach stresu suszy
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Peking 11
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Wypetnienie ktoséw, warunki
kontrolne (K), stres suszy (S).

Stres suszy powodowat redukcje zywotnosci pytku oraz wypetnienia ktoséw, zmiany te zalezaty od

genotypu.

Wykazano zgodnos¢ stopnia wypetnienia ktosa (WKs/WKk) z poziomem zywotnosci pytku w roslinach po

stresie suszy.



Wytypowano geny potencjalnie zaangazowane w reakcje mikrosporogenezy na susze:

TaCWinvl, TaCWinv2, Talvrl, Talvr3, Talvr5 (inwertazy wakuolarne i apoplastyczne),

TaTPS1,

fosforano trehalozy), TaNCED2, TaNCED1, TaNCED2-1, TaNCED2-3, TaNCED2-2, TaNCED (dioksygenaza

karetenoidowa), TaABA8'OH1,
TaABA8'OH1-A, TaABA8'OH1,
zeaksantyny).

TaABA8'OH1-B, TaABA8'OH1-D, TaABA8'OHI-A,

Zbadano wzory ekspresji gendw w pylnikach roslin uzyskanych w warunkach
normalnych i po stresie suszy. Badano genotypy o skrajnej reakcji na susze.

Regulacja gendw TaTPS potwierdzita ich funkcje w reakcji pylnikdw na stres
suszy w czasie mikrosporogenezy.

Geny kodujgce inwertaze apoplastyczng i wakuolarng Talnv1 i Talnv3 wykazaty
przeciwstawny wzor ekspresji wskazujgc na rézny udziat w metabolizmie
weglowodanow w pylnikach warunkach suszy.

Gen TaDIS1 ulegt najsilniej represji w genotypach najbardziej tolerujgcych
susze potwierdzajgc swojg role jako negatywnego regulatora reakcji na susze.

Do dalszych etapéw ukierunkowanych na
genetycznego wybrano gen Talnv1

identyfikacje polimorfizmu
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Zidentyfikowano 15 skafoldow genomu pszenicy o dtugosci od 40 do 400 tpz zawierajgcych jeden z

wczesniej badanych gendw tj. gen inwertazy Talnv1.

Poznano lokalizacje chromosomowg i genomowg (A, B lub D) homeologdéw tego genu, okreslono ich

strukture oraz warianty splicingowe.

W wybranych skafoldach zidentyfikowano 28 sekwencji
repetytywnych (SSR). Ich analliza wykazata, ze sktadajg sie one
z wielkrotnych powtdrzen motywow 2- i 3-nukleotydowych.
Wsrod SSR przewazaty formy niedoskonate tzn. takie, gdzie w
regionie z powtorzeniami byta krétka inna sekwencja.

Szczegotowa analiza 3 skafoldéw wykazata, ze najwiecej SSR
byto na skafoldzie 4041295BL (432623 pz). Oszacowane
zageszczenie wynosito 1 SSR na ok. 10 tpz.

Wszystkie zbadane regiony z sekwencjami repetytywnymi

charakteryzowaty sie:

* nierdwnomiernym
flankujgcych SSR,

* znacznie wiekszym udziatem AT lub GC w catym regionie i

* powtdrzeniami kilkunukleotydowych motywow  w
regionach, gdzie powinny by¢ startery do amplifikacji.

rozktadem AT i GC w obszarach
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Analiza SSR potwierdzita polimorfizm dtugosci trzech sekwencji repetytywnych SSR w badanych genotypach

pszenic.




Do szczegétowych analiz molekularnych wybrano dwa regiony SSR Reg 23-404 oraz Reg 35-404 w
skafoldzie 4041295BL potozone w bliskim sgsiewdztwie genu kodujgcego inwertaze Talnv1.

Amplifikowano fragmenty genomowe tych regiondw SSR oraz poznano ich sekwencje nukleotydowg w 30
genotypach pszenic.

Wykazano, ze sekwencje repetytywne SSR zbudowane sg z wielokrotnych powtdrzen motywow AG lub GA,
a liczba powtdrzen byta rézna w réznych genotypach. SSR w Reg 23-404 zbudowany z motywu (GA)
wykazat bardzo duzy polimorfizm dtugosci. Liczba powtdrzen wynosita od 12 do 59 i byta rozna w
genotypach.

Tak duze zrdznicowanie wskazywato na znaczng dynamike zmian molekularnych w tym regionie i
potencjalng przydatnosc, jako markera molekularnego.

Wykazano, ze wartosci wypetnienia ktosow w warunkach stresu suszy sg zbiezne z charakterystyka
polimorfizmu sekwencji SSR w regionach Reg 23-404 i Reg 35-404. Region ten zlokalizowany jest w poblizu
genu kodujacego inwertaze 1 pszenicy (Talnv1), w skafoldzie 4041295BL.

Dwie najkrotsze sekwencje Reg 23-404 (GA),, i (GA),; oraz Reg 354-404 (AG),; zidentyfikowano w
odmianach, ktére (wyniki z lat 2015-2017) charakteryzowaty sie wysokg lub bardzo wysokg tolerancjg na
susze.

Zmiennos¢ sekwencji mikrosatelitarnej SSR Reg 23-404 i Reg 35-404 moze by¢ markerem tolerancji na
susze wynikajgcej ze zwiekszonej zywotnosci pytku i wypetnienia ktosow w roslinach poddanych
stresowi suszy.
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