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Cel zadania

Celem zadania realizowanego w roku 2014 bylo zbadanie korelacji wybranych etapow
mikrosporogenezy z fazami rozwojowymi ro$liny w warunkach kontrolnych, ustalenie
eksperymentalnych warunkéw suszy wplywajacych na mikrosporogeneze, wykonanie oceny
zywotno$ci pytku i stopnia zawigzywania nasion w ro$linach, ktére rosty w warunkach kontrolnych
lub byly poddane stresowi suszy. Kolejnym celem byta identyfikacja gendéw kandydujacych przy
wykorzystaniu danych literaturowych i baz sekwencji nukleotydowych oraz zapoczatkowanie
weryfikacji molekularnej genéw. Zatozone cele zostaly zrealizowane w calosci.

Materiasy i metody

Materiatem biologicznym byto 36 odmian pszenic pochodzacych z réznych regionéw klimatycznych
$wiata. Rosliny uprawiano w kontrolowanych warunkach w szklarni. Wilgotnos¢ gleby mierzono
sonda wilgotnosci (SM150, Geomor Technik), uzupetniajac woda do 30% wg wilgotnosciomierza, co
odpowiada 60-70% PPW. Oznaczono pedy gtowne, ktore byly uzywane do badania faz rozwojowych
ktosa, zywotnosci pytku i liczby zawigzanych ziarniakow. Do okreslenia fazy rozwojowej kiosa,
w ktorej zachodzity procesy mejozy (proces powstawania mtodych mikrospor), uzyto parametru AD
(Auricle Distance), wyrazany jest on w cm i odpowiada odlegtosci pomigdzy uszkami liscia
flagowego a przedostatniego liscia.

Stres suszy ustalono na poziomie 10% wilgotnosci gleby mierzonej wilgotnosciomierzem. U roslin
poddanych stresowi AD wynosito S5cm. Suszg utrzymywano przez 5 dni. Nastepnie rosliny podlewano
do 20% wilgotnosci gleby wg odczytow wilgotnosciomierza przez 2 tygodnie, a pdzniej przywrocono
warunki normalne. Z pedu gléwnego roslin kontrolnych w fazach rozwojowych 5 lisci, poczatku
krzewienia, AD 5cm i AD 8cm izolowano rozwijajacy si¢ ktos i okreslano jego faze rozwojowa.
Z pylnikéw robiono gniecione preparaty, barwione w 3% roztworze acetokarminu. W mikroskopie
$wietlnym obserwowano stadia rozwojowe mikrosporogenezy oraz w oceniano zywotnos$¢ pytku.
Zywotnoéé pytku w roslinach kontrolnych oraz poddanych stresowi suszy okreslano na podstawie
koloru zabarwienia cytoplazmy i obecno$ci komoérek plemnikowych.

Liczono nasiona wypetniajace ktos oraz liczbe ktoskow i kwiatkow, ktore okreslaty mozliwa liczbe
nasion w danym ktosie badanej odmiany u roslin kontrolnych i traktowanych stresem suszy. Na
podstawie tych dwoch parametrow obliczano stopien wypetnienia ktosa i wyznaczano wspoétczynnik
WKs /WKK.

Wykorzystujgc wyniki literaturowe oraz bazy danych, wytypowano grupy procesoOw metabolicznych,
uczestniczace w nich enzymy oraz kodujace je geny, ktére moga odgrywac istotng rolg
w makrosporogenezie oraz zaburzeniach mikrosporogenezy indukowanych stresem.

Whyniki i dyskusja

Obserwacje kolejnych faz rozwojowych rosliny i ktosa pozwolity na skorelowanie kolejnych etapow
tych dwoch procesow. Wykazano, ze w roslinach pszenicy w stadium 5 lisci ktos jest w stadium od
rozwoju wzgorkow ktoskowych do inicjacji zawigzkéw plew. W poczatkowych stadiach krzewienia
ktos jest w stadium inicjacji wzgorkow kwiatowych. W dalszym stadium krzewienia roslin, ktos jest
w stadium od inicjacji precikow do dalszych bardziej dojrzatych etapéw rozwoju. Rosliny, w ktorych
wartos¢ AD wynosi 5cm zawierajg ktos z pylnikami kwiatow bazalnych w stadium mejozy oraz ktosy
w stadium mtodych mikrospor. Mtode mikrospory sa uwalnianie z tetrad w roslinach, gdy wartos¢ AD
wynosi od 5 do 8cm, zaleznie od genotypu. Badano stadia mikrosporogenezy w kwiatkach I, 11 i 1l1-
rzgdowych wypreparowanych z ktoska V roslin AD 5¢cm. W pylnikach kwiatow | rzgdu obserwowano
mtode mikrospory, w pylnikach kwiatu 1l rzedu wystepowaty tetrady mikrospor, natomiast
w pylnikach kwiatu Il rzedu obecna byla jeszcze mioda tkanka sporogenna. Stadium uwalniania
z tetrad mtodych mikrospor byto obserwowane w roslinach AD od 5 do 8cm w $rodkowej czgsci
ktosa. Na tej podstawie ustalono, ze stres suszy bedzie aplikowany w stadium AD 5cm.

Whyniki badania etapéw rozwoju wegetatywnego rosliny oraz faz rozwoju klosa umozliwiajg
skorelowanie tych proceséw. Pozwala to wystarczajaco doktadnie okresli¢ fazy rozwojowe klosa




w tym mikrosporogenezy w oparciu o tatwa do okreslenia faze rozwoju wegetatywnego. Do celéw

projektu najwazniejsze byto okreslenie wczesnych etapow mikrosporogenezy. Zgodnie z tymi

wynikami, w badanych odmianach wczesne fazy mejozy i fazy mikrosporogenezy zachodza

w roslinach gdy AD wynosi 5-8 cm. Wyniki te dobrze odpowiadaja wynikom literaturowym.

W trakcie realizacji zadania zebrano kolekcje 112 genotypéw pszenicy pochodzacych z réznych

regionéw klimatycznych. Do doswiadczen wybrano 36 genotypow, ktdre reprezentuja potencjalnie

szeroki zakres reakcji badanej cechy tj. zaburzen mikrosporogenezy i nieptodnosci pytku na stres
suszy. W roslinach testowanych genotypéw obserwowano duze zréznicowanie Wypehnienia ktosa

w roslinach, ktore byly poddane stresowi suszy (WKs). Najnizsze wartosci WKs 8% miata odmiana

Triple Dirk S, a najwyzsze ponad 75% odmiany CSDH 143, CSDH 98, Upi-301. Wspotczynnik

WKs/WKk pozwolit uwzgledni¢ rzeczywiste i potencjalne wypekienie ktoséw, w warunkach

kontrolnych i stresowych. Wartos$ci tego parametru byty zroéznicowane i wahaty si¢ od 0.37 (Mina), do

ponad 0,9 (Bajka, CSDH 28, CSDH 53 Mironovska 808 i Kite, SQ1, Pinka, CSDH143, Ns-55-25,

Rusalka).

Zywotno$é pylku z roélin kontrolnych wynosita 100% u wszystkich genotypow. Zywotno$¢ pytku

pobranego z ro$lin poddanych stresowi suszy byta zrdéznicowana i wahata si¢ od 0% do 100%.

Najnizsze wartosci (0%) obserwowano u odmian: Ching Chang 6, Linia #20277, Triple Dirk S i Linia

#21134 warto$ci najwyzsze u odmian: Peking 11, Sava, CS, SQ1, Albena, U-1, CSDH 143, CSDH 53,

Vireo S i Linii #22583. Wyniki wskazuja na znaczng zgodno$¢ wspotczynnika WKs/WKk

z zywotnos$cig pylku w stresie suszy.

Na podstawie danych literaturowych oraz zdeponowanych w bazach sekwencji nukleotydowych

wybrano 26 klonow (gtéwnie cDNA), w tym jeden klon genomowy i jedna sekwencje

przypuszczalnego pseudogenu. Wybrane transkrypty reprezentujg geny kodujace biatka enzymatyczne

/ regulatorowe procesd6w waznych w czasie mikrosporogenezy i jednoczes$nie tych, ktorych zaburzenie

stresem powoduje nieptodnos¢ pytku. Profil ekspresji wytypowanych gendéw bedzie analizowany

w trakcie dalszych etapow realizacji zadania. Pierwszy etap projektowania i weryfikacji starteréw do

tej analizy wskazal, ze cze$¢ z nich spekniata kryteria przydatnosci do qPCR.

Whioski

1. Stadium rozwoju rosliny AD 5-8cm, odpowiadajace fazie rozwojowej ktosow w stadium mejozy
jest odpowiednim etapem rozwoju do aplikowania stresu suszy i badania wptywu tego stresu na
przebieg mikrosporogenezy.

2. Obserwowano duze zroznicowanie zawigzywania nasion i wypetnienia ktosa w roslinach
wybranych genotypow pszenicy w warunkach normalnych oraz po stresie suszy.

3. Niezaburzona mikrosporogenza w warunkach normalnych warunkowata wysoka zywotnos¢ pytku
we wszystkich badanych genotypach pszenic.

4. Duze zroznicowanie zywotnosci pytku w roslinach tych samych genotypow poddanych stresowi
suszy wskazywato na: i) negatywny efekt stresu na przebieg mikrosporogenezy oraz ii) duze
zroéznicowanie reakcji na ten stres zalezne od genotypu.

5. Korelacja wspoétczynnika wypetnienia klosa (WKs/WKK) oraz zywotnosci pytku pozytywnie
weryfikuje jedno z gtownych zatozen projektu.

6. Wytypowano 26 genoéw pszenicy, waznych w procesie mikrosporogenezy i jednoczesnie
potencjalnie ulegajacych zroznicowanej ekspresji w czasie stresu suszy.

7. Pierwsza czes¢ badan molekularnych potwierdzita, ze pig¢ wybranych genéw metabolizmu
weglowodanow oraz syntezy i katabolizmu ABA ulega ekspresji w komaorkach rozwijajacego si¢
ktosa.



