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Cel zadania 

Celem zadania realizowanego w roku 2014 było zbadanie korelacji wybranych etapów 

mikrosporogenezy z fazami rozwojowymi rośliny w warunkach kontrolnych, ustalenie 

eksperymentalnych warunków suszy wpływających na mikrosporogenezę, wykonanie oceny 

żywotności pyłku i stopnia zawiązywania nasion w roślinach, które rosły w warunkach kontrolnych 

lub były poddane stresowi suszy. Kolejnym celem była identyfikacja genów kandydujących przy 

wykorzystaniu danych literaturowych i baz sekwencji nukleotydowych oraz zapoczątkowanie 

weryfikacji molekularnej genów. Założone cele zostały zrealizowane w całości. 

MMaatteerriiaałłyy  ii  mmeettooddyy  

MMaatteerriiaałłeemm  bbiioollooggiicczznnyymm  bbyyłłoo  3366  ooddmmiiaann  ppsszzeenniicc  ppoocchhooddzząąccyycchh  zz  rróóżżnnyycchh  rreeggiioonnóóww  kklliimmaattyycczznnyycchh  

śśwwiiaattaa..  RRoośślliinnyy  uupprraawwiiaannoo  ww  kkoonnttrroolloowwaannyycchh  wwaarruunnkkaacchh  ww  sszzkkllaarrnnii..  WWiillggoottnnoośśćć  gglleebbyy  mmiieerrzzoonnoo  

ssoonnddąą  wwiillggoottnnoośśccii  ((SSMM115500,,  GGeeoommoorr  TTeecchhnniikk)),,  uuzzuuppeełłnniiaajjąącc  wwooddąą  ddoo  3300%%  wwgg  wwiillggoottnnoośścciioommiieerrzzaa,,  ccoo  

ooddppoowwiiaaddaa  6600--7700%%  PPPPWW..  OOzznnaacczzoonnoo  ppęęddyy  ggłłóówwnnee,,  kkttóórree  bbyyłłyy  uużżyywwaannee  ddoo  bbaaddaanniiaa  ffaazz  rroozzwwoojjoowwyycchh  

kkłłoossaa,,  żżyywwoottnnoośśccii  ppyyłłkkuu  ii  lliicczzbbyy  zzaawwiiąązzaannyycchh  zziiaarrnniiaakkóóww..  DDoo  ookkrreeśślleenniiaa  ffaazzyy  rroozzwwoojjoowweejj  kkłłoossaa,,  

ww  kkttóórreejj  zzaacchhooddzziiłłyy  pprroocceessyy  mmeejjoozzyy  ((pprroocceess  ppoowwssttaawwaanniiaa  mmłłooddyycchh  mmiikkrroossppoorr)),,  uużżyyttoo  ppaarraammeettrruu  AADD  

((AAuurriiccllee  DDiissttaannccee)),,  wwyyrraażżaannyy  jjeesstt  oonn  ww  ccmm  ii  ooddppoowwiiaaddaa  ooddlleeggłłoośśccii  ppoommiięęddzzyy  uusszzkkaammii  lliiśścciiaa  

ffllaaggoowweeggoo  aa  pprrzzeeddoossttaattnniieeggoo  lliiśścciiaa..  

Stres suszy ustalono na poziomie 10% wilgotności gleby mierzonej wilgotnościomierzem. U roślin 

poddanych stresowi AD wynosiło 5cm. Suszę utrzymywano przez 5 dni. Następnie rośliny podlewano 

do 20% wilgotności gleby wg odczytów wilgotnościomierza przez 2 tygodnie, a później przywrócono 

warunki normalne. Z pędu głównego roślin kontrolnych w fazach rozwojowych 5 liści, początku 

krzewienia, AD 5cm i AD 8cm izolowano rozwijający się kłos i określano jego fazę rozwojową. 

Z pylników robiono gniecione preparaty, barwione w 3% roztworze acetokarminu. W mikroskopie 

świetlnym obserwowano stadia rozwojowe mikrosporogenezy oraz w oceniano żywotność pyłku. 

Żywotność pyłku w roślinach kontrolnych oraz poddanych stresowi suszy określano na podstawie 

koloru zabarwienia cytoplazmy i obecności komórek plemnikowych.  

LLiicczzoonnoo  nnaassiioonnaa  wwyyppeełłnniiaajjąąccee  kkłłooss  oorraazz  lliicczzbbęę  kkłłoosskkóóww  ii  kkwwiiaattkkóóww,,  kkttóórree  ookkrreeśśllaałłyy  mmoożżlliiwwąą  lliicczzbbęę  

nnaassiioonn  ww  ddaannyymm  kkłłoossiiee  bbaaddaanneejj  ooddmmiiaannyy  uu  rroośślliinn  kkoonnttrroollnnyycchh  ii  ttrraakkttoowwaannyycchh  ssttrreesseemm  ssuusszzyy..  NNaa  

ppooddssttaawwiiee  ttyycchh  ddwwóócchh  ppaarraammeettrróóww  oobblliicczzaannoo  ssttooppiieeńń  wwyyppeełłnniieenniiaa  kkłłoossaa  ii  wwyyzznnaacczzaannoo  wwssppóółłcczzyynnnniikk  

WWKKss  //WWKKkk..  

Wykorzystując wyniki literaturowe oraz bazy danych, wytypowano grupy procesów metabolicznych, 

uczestniczące w nich enzymy oraz kodujące je geny, które mogą odgrywać istotną rolę 

w makrosporogenezie oraz zaburzeniach mikrosporogenezy indukowanych stresem.  

Wyniki i dyskusja 

OObbsseerrwwaaccjjee  kkoolleejjnnyycchh  ffaazz  rroozzwwoojjoowwyycchh  rroośślliinnyy  ii  kkłłoossaa  ppoozzwwoolliiłłyy  nnaa  sskkoorreelloowwaanniiee  kkoolleejjnnyycchh  eettaappóóww  

ttyycchh  ddwwóócchh  pprroocceessóóww..  WWyykkaazzaannoo,,  żżee  ww  rroośślliinnaacchh  ppsszzeenniiccyy  ww  ssttaaddiiuumm  55  lliiśśccii  kkłłooss  jjeesstt  ww  ssttaaddiiuumm  oodd  

rroozzwwoojjuu  wwzzggóórrkkóóww  kkłłoosskkoowwyycchh  ddoo  iinniiccjjaaccjjii  zzaawwiiąązzkkóóww  pplleeww..  WW  ppoocczząąttkkoowwyycchh  ssttaaddiiaacchh  kkrrzzeewwiieenniiaa  

kkłłooss  jjeesstt  ww  ssttaaddiiuumm  iinniiccjjaaccjjii  wwzzggóórrkkóóww  kkwwiiaattoowwyycchh..  WW  ddaallsszzyymm  ssttaaddiiuumm  kkrrzzeewwiieenniiaa  rroośślliinn,,  kkłłooss  jjeesstt  

ww  ssttaaddiiuumm  oodd  iinniiccjjaaccjjii  pprręęcciikkóóww  ddoo  ddaallsszzyycchh  bbaarrddzziieejj  ddoojjrrzzaałłyycchh  eettaappóóww  rroozzwwoojjuu..  RRoośślliinnyy,,  ww  kkttóórryycchh  

wwaarrttoośśćć  AADD  wwyynnoossii  55ccmm  zzaawwiieerraajjąą  kkłłooss  zz  ppyyllnniikkaammii  kkwwiiaattóóww  bbaazzaallnnyycchh  ww  ssttaaddiiuumm  mmeejjoozzyy  oorraazz  kkłłoossyy  

ww  ssttaaddiiuumm  mmłłooddyycchh  mmiikkrroossppoorr..  MMłłooddee  mmiikkrroossppoorryy  ssąą  uuwwaallnniiaanniiee  zz  tteettrraadd  ww  rroośślliinnaacchh,,  ggddyy  wwaarrttoośśćć  AADD  

wwyynnoossii  oodd  55  ddoo  88ccmm,,  zzaalleeżżnniiee  oodd  ggeennoottyyppuu..  BBaaddaannoo  ssttaaddiiaa  mmiikkrroossppoorrooggeenneezzyy  ww  kkwwiiaattkkaacchh  II,,  IIII  ii  IIIIII--

rrzzęęddoowwyycchh  wwyypprreeppaarroowwaannyycchh  zz  kkłłoosskkaa  VV  rroośślliinn  AADD  55ccmm..  WW  ppyyllnniikkaacchh  kkwwiiaattóóww  II  rrzzęędduu  oobbsseerrwwoowwaannoo  

mmłłooddee  mmiikkrroossppoorryy,,  ww  ppyyllnniikkaacchh  kkwwiiaattuu  IIII  rrzzęędduu  wwyyssttęęppoowwaałłyy  tteettrraaddyy  mmiikkrroossppoorr,,  nnaattoommiiaasstt  

ww  ppyyllnniikkaacchh  kkwwiiaattuu  IIIIII  rrzzęędduu  oobbeeccnnaa  bbyyłłaa  jjeesszzcczzee  mmłłooddaa  ttkkaannkkaa  ssppoorrooggeennnnaa..  SSttaaddiiuumm  uuwwaallnniiaanniiaa  

zz  tteettrraadd  mmłłooddyycchh  mmiikkrroossppoorr  bbyyłłoo  oobbsseerrwwoowwaannee  ww  rroośślliinnaacchh  AADD  oodd  55  ddoo  88ccmm  ww  śśrrooddkkoowweejj  cczzęęśśccii  

kkłłoossaa..  NNaa  tteejj  ppooddssttaawwiiee  uussttaalloonnoo,,  żżee  ssttrreess  ssuusszzyy  bbęęddzziiee  aapplliikkoowwaannyy  ww  ssttaaddiiuumm  AADD  55ccmm..  

WWyynniikkii  bbaaddaanniiaa  eettaappóóww  rroozzwwoojjuu  wweeggeettaattyywwnneeggoo  rroośślliinnyy  oorraazz  ffaazz  rroozzwwoojjuu  kkłłoossaa  uummoożżlliiwwiiaajjąą  

sskkoorreelloowwaanniiee  ttyycchh  pprroocceessóóww..  PPoozzwwaallaa  ttoo  wwyyssttaarrcczzaajjąąccoo  ddookkłłaaddnniiee  ookkrreeśślliićć  ffaazzyy  rroozzwwoojjoowwee  kkłłoossaa  
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ww  ttyymm  mmiikkrroossppoorrooggeenneezzyy  ww  ooppaarrcciiuu  oo  łłaattwwąą  ddoo  ookkrreeśślleenniiaa  ffaazzęę  rroozzwwoojjuu  wweeggeettaattyywwnneeggoo..  DDoo  cceellóóww  

pprroojjeekkttuu  nnaajjwwaażżnniieejjsszzee  bbyyłłoo  ookkrreeśślleenniiee  wwcczzeessnnyycchh  eettaappóóww  mmiikkrroossppoorrooggeenneezzyy..  ZZggooddnniiee  zz  ttyymmii  

wwyynniikkaammii,,  ww  bbaaddaannyycchh  ooddmmiiaannaacchh  wwcczzeessnnee  ffaazzyy  mmeejjoozzyy  ii  ffaazzyy  mmiikkrroossppoorrooggeenneezzyy  zzaacchhooddzząą  

ww  rroośślliinnaacchh  ggddyy  AADD  wwyynnoossii  55--88  ccmm..  WWyynniikkii  ttee  ddoobbrrzzee  ooddppoowwiiaaddaajjąą  wwyynniikkoomm  lliitteerraattuurroowwyymm..    
W trakcie realizacji zadania zebrano kolekcję 112 genotypów pszenicy pochodzących z różnych 

regionów klimatycznych. Do doświadczeń wybrano 36 genotypów, które reprezentują potencjalnie 

szeroki zakres reakcji badanej cechy tj. zaburzeń mikrosporogenezy i niepłodności pyłku na stres 

suszy. W roślinach testowanych genotypów obserwowano duże zróżnicowanie wypełnienia kłosa 

w roślinach, które były poddane stresowi suszy (WKs). Najniższe wartości WKs 8% miała odmiana 

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

WKs/WKk pozwolił uwzględnić rzeczywiste i potencjalne wypełnienie kłosów, w warunkach 

kontrolnych i stresowych. Wartości tego parametru były zróżnicowane i wahały się od 0.37 (Mina), do 

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

Rusalka).  

Żywotność pyłku z roślin kontrolnych wynosiła 100% u wszystkich genotypów. Żywotność pyłku 

pobranego z roślin poddanych stresowi suszy była zróżnicowana i wahała się od 0% do 100%. 

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

#21134 wartości najwyższe u odmian: Peking 11, Sava, CS, SQ1, Albena, U-1, CSDH 143, CSDH 53, 

Vireo S i Linii #22583. Wyniki wskazują na znaczną zgodność współczynnika WKs/WKk 

z żywotnością pyłku w stresie suszy. 

Na podstawie danych literaturowych oraz zdeponowanych w bazach sekwencji nukleotydowych 

wybrano 26 klonów (głównie cDNA), w tym jeden klon genomowy i jedną sekwencję 

przypuszczalnego pseudogenu. Wybrane transkrypty reprezentują geny kodujące białka enzymatyczne 

/ regulatorowe procesów ważnych w czasie mikrosporogenezy i jednocześnie tych, których zaburzenie 

stresem powoduje niepłodność pyłku. Profil ekspresji wytypowanych genów będzie analizowany 

w trakcie dalszych etapów realizacji zadania. Pierwszy etap projektowania i weryfikacji starterów do 

tej analizy wskazał, że część z nich spełniała kryteria przydatności do qPCR.  

Wnioski 

11..  SSttaaddiiuumm  rroozzwwoojjuu  rroośślliinnyy  AADD  55--88ccmm,,  ooddppoowwiiaaddaajjąąccee  ffaazziiee  rroozzwwoojjoowweejj  kkłłoossóóww  ww  ssttaaddiiuumm  mmeejjoozzyy  

jjeesstt  ooddppoowwiieeddnniimm  eettaappeemm  rroozzwwoojjuu  ddoo  aapplliikkoowwaanniiaa  ssttrreessuu  ssuusszzyy  ii  bbaaddaanniiaa  wwppłłyywwuu  tteeggoo  ssttrreessuu  nnaa  

pprrzzeebbiieegg  mmiikkrroossppoorrooggeenneezzyy..    

22..  OObbsseerrwwoowwaannoo  dduużżee  zzrróóżżnniiccoowwaanniiee  zzaawwiiąązzyywwaanniiaa  nnaassiioonn  ii  wwyyppeełłnniieenniiaa  kkłłoossaa  ww  rroośślliinnaacchh  

wwyybbrraannyycchh  ggeennoottyyppóóww  ppsszzeenniiccyy  ww  wwaarruunnkkaacchh  nnoorrmmaallnnyycchh  oorraazz  ppoo  ssttrreessiiee  ssuusszzyy..        

33..  NNiieezzaabbuurrzzoonnaa  mmiikkrroossppoorrooggeennzzaa  ww  wwaarruunnkkaacchh  nnoorrmmaallnnyycchh  wwaarruunnkkoowwaałłaa  wwyyssookkąą  żżyywwoottnnoośśćć  ppyyłłkkuu  

wwee  wwsszzyyssttkkiicchh  bbaaddaannyycchh  ggeennoottyyppaacchh  ppsszzeenniicc..      

44..  DDuużżee  zzrróóżżnniiccoowwaanniiee  żżyywwoottnnoośśccii  ppyyłłkkuu  ww  rroośślliinnaacchh  ttyycchh  ssaammyycchh  ggeennoottyyppóóww  ppooddddaannyycchh  ssttrreessoowwii  

ssuusszzyy  wwsskkaazzyywwaałłoo  nnaa::  ii))  nneeggaattyywwnnyy  eeffeekktt  ssttrreessuu  nnaa  pprrzzeebbiieegg  mmiikkrroossppoorrooggeenneezzyy  oorraazz  iiii))  dduużżee  

zzrróóżżnniiccoowwaanniiee  rreeaakkccjjii  nnaa  tteenn  ssttrreess  zzaalleeżżnnee  oodd  ggeennoottyyppuu..    

55..  KKoorreellaaccjjaa  wwssppóółłcczzyynnnniikkaa  wwyyppeełłnniieenniiaa  kkłłoossaa  ((WWKKss//WWKKkk))  oorraazz  żżyywwoottnnoośśccii  ppyyłłkkuu  ppoozzyyttyywwnniiee  

wweerryyffiikkuujjee  jjeeddnnoo  zz  ggłłóówwnnyycchh  zzaałłoożżeeńń  pprroojjeekkttuu..  

66..  WWyyttyyppoowwaannoo  2266  ggeennóóww  ppsszzeenniiccyy,,  wwaażżnnyycchh  ww  pprroocceessiiee  mmiikkrroossppoorrooggeenneezzyy  ii  jjeeddnnoocczzeeśśnniiee  

ppootteennccjjaallnniiee  uulleeggaajjąąccyycchh  zzrróóżżnniiccoowwaanneejj  eekksspprreessjjii  ww  cczzaassiiee  ssttrreessuu  ssuusszzyy..    

77..  PPiieerrwwsszzaa  cczzęęśśćć  bbaaddaańń  mmoolleekkuullaarrnnyycchh  ppoottwwiieerrddzziiłłaa,,  żżee  ppiięęćć  wwyybbrraannyycchh  ggeennóóww  mmeettaabboolliizzmmuu  

wwęęgglloowwooddaannóóww  oorraazz  ssyynntteezzyy  ii  kkaattaabboolliizzmmuu  AABBAA  uulleeggaa  eekksspprreessjjii  ww  kkoommóórrkkaacchh  rroozzwwiijjaajjąącceeggoo  ssiięę  

kkłłoossaa..  

 

 


