Raport za rok 2018 =z projektu NCN 2017/25/B/NZ9/00148 pt. Badanie mechanizmu degeneracji
woreczkowzalgzkowych i aborcji kwiatow jako przyczyny stabego zawigzywania nasion gryki zwyczajnej(Fagopyrum
esculentum Moench.)

Kierownik projektu: prof. dr hab. Agnieszka Ptazek, Katedra Fizjologii Ro$lin, Wydziatl Rolniczo-Ekonomiczny

Celem projektu jest zbadanie mechanizmu aborcji kwiatéw i zarodkow gryki zwyczajnej pod wptywem stresu
termicznego lub troficznego.

1. Najwazniejsze osiggniecia projektu
Stres termiczny

a. Wysoka temperatura nie obniza zywotno$ci ziaren pylku odmiany Panda, natomiast nieznacznie zmniejsza
zywotno$¢ mikrospor rodu PA15. W warunkach kontrolnych (20°C) zywotnos$¢ pytku odmiany Panda jest istotnie
mniejsza od rodu PA15.

b. Proces megasporofitogenezy i megagametogenezy jest zdecydowanie bardziej wrazliwy na wplyw wysokiej
temperatury. W pakach kwiatowych rozwoj woreczkow zalgzkowych przebiega prawidtowo w 100% w obu
temperaturach, jedynie w przypadku odmiany Panda w 30°C obserwuje si¢ tylko 45% dobrze rozwinigtych
zalazkow. Gwaltowny wzrost przypadkow degeneracji woreczkéw u badanej odmiany i rodu pod wptywem stresu
termicznego (50% w stosunku do kontrolnej temperatury) notuje si¢ w pelni rozwinigtych kwiatach.
Nieprawidtowos$ci w tym rozwoju, polegajace gldwnie na przeroscie komorek i wadliwej wakuolizacji zwigzane sa
ze wzrostem poziomu aktywnych form gibereliny oraz cytokinin. W kwiatach przekwitnigtych prawie 100%
woreczkow ulega obumarciu. Odmiana Panda jest bardziej wrazliwa na stres termiczny od rodu PA15.

c. Profil hormonalny przebiega specyficznie w zaleznosci od temperatury i dla badanego organu (pak, kwiat w petni
rozwinigty i przekwitnigty, iS¢ donorowy).

d. Biatko szoku cieplnego Hsp-70 pod wplywem stresu termicznego akumuluje si¢ w istotnie wigkszych ilosciach w
pakach i kwiatach roslin odmiany Panda niz rodu PA1S5.

e. W 30°C drastycznie zwigksza si¢ zawarto$¢ biatka ogélnego w kwiatach dobrze rozwinigtych i przekwitnigtych
oraz lisciach odmiany Panda. Pod wzgledem zmian w zawarto$ci biatka, rosliny rodu PA15 sa duzo mniej
wrazliwe na wptyw wysokiej temperatury.

f. Dodatkowym wynikiem uzyskanym jest stwierdzenie, ze wszystkie analizowane parametry kinetyki fluorescencji
chlorofilu a byly wyzsze w temperaturze 30°C niz w 20°C, co by wyraznie wskazywato na to, ze rosliny gryki
lepiej rozwijaja si¢ w wyzszej temperaturze. Wynik ten wskazuje, ze wyzsza temperatura sprzyja rozwojowi
wegetatywnemu gryki, ale obniza procent prawidtowo wyksztatlconych woreczkow zalagzkowych.

Stres troficzny

1. Najwiecej degenerujacych woreczkow zalgzkowych w warunkach kultur stupkow w warunkach in vitro obserwuje
si¢ na pozywce zawierajacej tylko 1/3 sktadnikow odzywczych w porownaniu do pozywki kontrolnej o pelnym
sktadzie. Wigkszy procent degeneracji w tych warunkach wystepuje u rodu PA15 niz u odmiany Panda.

2. Rod PA1S jest bardziej wrazliwy na stres troficzny od odmiany Panda.

2. Krotki opis wynikow
1. Badanie stresu termicznego na proces embriogenezy u odmiany Panda i rodu PA15 gryki zwyczajnej

a. Ocena przebiegu mikro- i megasporogenezy oraz mikro- i megagametofitogenezy w dwoch temperaturach: 20°C i
28°C

W czasie prowadzenia do§wiadczenia zdecydowano si¢ na zwigkszenie temperatury stresu termicznego do 30°C. Z
danych przedstawionych w Tabeli 1a. wynika, ze wysoka temperatura nie obnizyta zywotnosci ziaren pytku odmiany
Panda, natomiast nieznacznie zmniejszyta zywotnos¢ mikrospor rodu PA15 (Fot.1). Spadek ten nie byt jednak
statystycznie istotny. Warto natomiast podkresli¢, ze w warunkach kontrolnych (20°C) zywotnos¢ pytku odmiany
Panda byta istotnie mniejsza od rodu PA15.

Tabela 1. Procent zywotnych ziaren pytku (A) oraz procent prawidtowo rozwinigtych woreczkow zalgzkow w pakach
1 w pelni rozwinigtych kwiatach (B) gryki odmiany Panda i rodu PA15 w warunkach stresu termicznego. Gwiazdka
Zaznaczono istotne réznice pomigdzy $rednimi dla temperatury 30°C wzglgdem temperatury kontrolnej (20°C) (test
chi®).



A B

Odmiana Paki Kwiaty rozwiniete
Odmiana/réd 20°C 30°C 20°C_ 30°C__ 20°C 30°C

82,2 89,5 SNLELY 100 455% 882  44.4%
PA15 96,3 90,4 JVLL . 100 100 77,8 285*

Proces megasporofitogenezy i megagametogenezy byl zdecydowanie bardziej wrazliwy na wplyw wysokiej
temperatury w porownaniu do mikrosporofitogenezy i mikrogametogenezy (Tabela 1B).

Fot. 1. Prawidlowo wyksztatcone i zdegenerowane ziarna pytku gryki w kwiatach roslin rosnacych w 20°C i 30°C
(Fot. A. Stomka)
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W wyzszej temperaturze w pelni rozwinigtych kwiatach obserwowano istotnie mniej prawidlowo wykszatlconych
woreczkow zalgzkowych niz w temperaturze kontrolnej. U odmiany Panda obserwowano dwa razy mniej prawidlowo
wyksztalconych zalgzkow, a u PA15 2,7 razy mniej. Zaburzenia te polegaty na rozroscie komorek integumentow,
wadliwej wakuolizacji komorek jajowych, zapadanie si¢ $wiatla woreczka zalgzkowego czy braku synergid (Fot. 2).
W przypadku odmiany Panda w 30°C proces silnego rozrostu komoérek woreczka zalgzkowego mozna laczy¢ z
istotnym wzrostem poziomu aktywnych giberelin, cytokinin i estru metylowego kwasu jasmonowego. W kwiatach w
peti rozwinietych u roslin Pandy uprawianych w 30 °C obserwowano istotny wzrost poziomu wolnego kwasu
abscysynowego, natomiast w takich samych kwiatach rodu PA15 nastgpowato obnizenie zawarto$ci tego hormonu.
Nalezy tu zaznaczy¢ sygnalng role ABA w starzeniu si¢ réznych organow, w tym takze kwiatow.

W pakach kwiatowych jedynie u odmiany Panda pod wplywem wysokiej temperatury wystgpowaty zaburzenia w
rozwoju zalazkéw. Jak mozna zauwazy¢, sygnal ABA wystepuje w jeszcze w mlodych, ale w petni rozwinietych
kwiatach, ktore sg zdolne do zaptodnienia tylko przez jeden dzien. W kwiatach przekwitnigtych poziom ABA istotnie
spada.

b. Okreslenie profilu hormonalnego w roznych fazach rozwojowych kwiatéw oraz lisci donorowych (lezgcych najblizej
badanych kwiatow).

Poziom poszczegdlnych hormonéw zalezat gtéwnie od odmiany oraz organu. Najmniejsza ilo$¢ cytokinin
wystepowata w liSciach w poréwnaniu do pakdéw, dobrze rozwinigtych i przekwitnietych kwiatow. Aktywne formy
gibereliny (GAs) i nieaktywna GAg wystepowaly gtownie w dobrze rozwinigtych i przekwitnigtych kwiatach.
Najwyzszy poziom auksyny kwasu indolilo-3-octowego (IAA) wykryto w przekwitnigtych kwiatach, a najnizszy w
lisciach. Wieksze ilosci kwasu abscysynowego stwierdzono w dobrze rozwinietych kwiatach w poréwnaniu do innych
organéw. Z kolei najwieksza ilo§¢ estru glukozylowego kwasu abcysynowego (ABA) stwierdzono w lisciach.
Wszystkie stadia rozwojowe kwiatow wykazywaly wyzszy poziom kwasu salicylowego (SA) niz w lisciach, w
przeciwienstwie do kwasu jasmonowego i metylowego estru tego kwasu (JA i JA-Met), ktorych najwyzsza zawartos¢
oznaczono wilasnie w lisciach. Stres termiczny zwigkszyt istotnie zawarto$¢ cytokinin w kwiatach dobrze
rozwinigtych i przekwitnigtych odmiany Panda, poziom IAA w przekwitnietych kwiatach PA15 oraz zawartosé
aktywnych i nieaktywnych giberelin w kwiatach odmiany Panda. W temperaturze 30 °C stwierdzono z kolei obnizenie
zawarto$ci kwasu abscysynowego w kwiatach PA15 oraz JA w pakach wszystkich roslin. Pod wplywem wysokiej
temperatury zwigkszyla si¢ zawarto$s¢ metylowej formy JA w pakach i kwiatach odmiany Panda. Zawarto$¢ SA nie
ulegala zmianie pod wpltywem stresu termicznego. Stosunek ilosciowy GAs/ABA jest duzo wyzszy w 30°C niz w
20°C we wszystkich badanych organach. Stosunek IAA/CYT i IAA/ABA w pakach w 30°C jest duzo wyzszy niz w
20°C, odwrotnie niz w kwiatach.

C. Oznaczenie biatek szoku cieplnego HSP-70 1 HSP-90 w kwiatach w réznych fazach rozwojowych

Analiza poziomu biatek metoda Western blot wykazata wzrost akumulacji biatka Hsp-70 w poroéwnaniu do Hsp90
(Rys.1). Dotyczyto to wszystkich badanych organow, zaréwno odmiany Panda, jak i rodu PA15. W przypadku
odmiany Panda wyrazny wzrost poziomu biatka Hsp-70 pod wplywem stresu termicznego zanotowano w pakach i
kwiatach przekwitnietych w stosunku do roslin kontrolnych, natomiast poziom tego biatka byl wyzszy w kwiatach
otwartych w 20°C. W lisciu donorowym tej odmiany poziom Hsp-70 byt nizszy w 30°C niz w kontroli. U PA15
wyraznie wyzszy poziom Hsp-70 zaobserwowano w kwiatach otwartych i przekwitnietych w 20°C. W pakach 1
lisciach donorowych zawarto$¢ tego biatka byta wigksza w 30°C. Najwigksza zawarto$¢ biatka Hsp-90 zanotowano u
odmiany PA15 w lisciach donorowych w temperaturze 30°C. Byta ona jednocze$nie wyraznie wyzsza w poroOwnaniu
do poziomu obserwowanego w lisciach roslin kontrolnych tego rodu, a takze w odniesieniu do lisci donorowych
odmiany Panda z obu badanych temperatur. W przypadku odmiany Panda stres termiczny nie wplynal na zawartos¢
biatka Hsp-90 we wszystkich badanych organach.

Rys.1. Zmiany w zawartosci biatka Hsp-7- i Hsp-90 w poszczegolnych organach roslin odmiany Panda i rodu PA15
pod wplywem stresu termicznego.
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d. Analiza zmian proteomicznych w kwiatach w roznych fazach rozwojowych oraz w lisciach donorowych.

Zmiany te zostaly wykryte metodg elektroforezy dwukierunkowej. Ponizej przedstawiono przyktadowe zele dla
kazdego z badanych organéw w 20°C i 30°C i dla badanej odmiany i rodu. W Tabeli 2. przedstawiono ogolna
zawarto$¢ bialka w przeliczeniu 1 g tkanki.

Tabela 2. Zawarto$é biatka [pg g™ suchej masy] w pakach, kwiatach w pelni rozwinietych i przekwitnictych oraz
lisciach odmiany Panda i rodu PA15 gryki zwyczajnej w temperaturze kontrolnej (20°C) oraz pod wptywem stresu
termicznego (30°C). Gwiazdkami zaznaczono dla kazdego organu odmiany i rodu istotne réznice pomiedzy
warto$ciami uzyskanymi w 30°C w stosunku do kontroli (20°C): * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001 (test
Studenta).

. .. Kwiat
Odmiana Pak Kwiat rozwinigty przekwitnigty _

20°C 30°C 20°C 30°C 20°C 30°C 20°C 30°C
Panda 2890 2193* | 2124 3576*** | 873 2646*** | 414 2809***
PA15 2557 2689 1768 1831 2252 1587** | 1682 1918*

Wysoka temperatura istotnie zwigkszyta zawarto$¢ biatka ogdlnego w kwiatach rozwinigtych (1,68 razy) i
przekwittych (trzykrotnie) oraz lisciach (prawie siedmiokrotnie) odmiany Panda, a w pakach kwiatowych zmniejszyta
(1,3 razy). Roéd PAI1S5 zdecydowanie byt mniej wrazliwy na stres termiczny pod wzgledem zawartosci biatka
og6lnego. Wysoka temperatura zmniejszyta zawartos¢ biatka 1,4 razy w kwiatach przekwitnigtych i zwiekszyla jego
zawarto$¢ niewiele razy wiecej w liSciach. W pakach i kwiatach dobrze rozwinietych tego rodu obserwowano
nieistotny wzrost zawarto$ci bialka. Zawarto$§¢ biatka ogdlnego wzrosta w stresie termicznym we wszystkich
badanych organach odmiany Panda, a najwigkszy wzrost notowano w kwiatach przekwittych i li§ciach. Rosliny rodu
PAL1S5 byly mniej wrazliwe na wysokg temperature, ktora w kwiatach przekwitlych obnizyta wrecz zawartos$¢ biatka, a
zwigkszenie jego zawartosci obserwowano jedynie w lisciach. Porownanie zmian w proteomie badanych organow
wykonywano pomigdzy roslinami rosngcymi w 30°C i w 20°C dla kazdego genotypu oddzielnie (Rys.2). Do
identyfikacji wytypowano z zeli poliakrylamidowych 200 biatek, ktore akumulowaty si¢ co najmniej dwukrotnie
mniejszym lub wigkszym stopniu u roslin rosngcych w wyzszej temperaturze w stosunku do rosngcych w warunkach
kontrolnych. Analiza jako$ciowa biatek zostata zlecona Instytutowi Farmakologii PAN w Krakowie, a wyniki tej
analizy majg by¢ podane w najblizszym czasie.

Tabela 3. Catkowita liczba zidentyfikowanych biatek oraz liczba biatek roznicujacych proteomy badanych organow
dwoch genotypow gryki zwyczajnej rosngcych w 20°C i1 30°C, zobrazowanych na mapach biatkowych.

odmiana Panda rod PA15 liczba biatek
. . . . roéznicujacych
Organ liczba biatek 1,1 C.Zl.)a l?laiek liczba biatek 1,1 (.:Z].Da blaiek wystepujacych u
ro6znicujacych réznicujacych .
obu genotypow

Pak kwiatowy 1189 16 1159 34 4
Kwiat 900 13 977 21 1
Przekwitnigty kwiat 1117 28 1097 64 10
Lis¢ 701 11 826 21 1

Doswiadczenie 2.

2. Wplyw warunkow troficznych na przebieg megasporogenezy i megagametofitogenezy w izolowanych
stupkach gryki odmiany Panda i rodu PA15 w warunkach in vitro.

Zielone paki kwiatowe pobierano z roslin uprawianych w 20°C i wyktadano na pozywki agarowe zawierajgce
niezbedne elementy dla prawidtowego przebiegu proceséw embriologicznych. Stres troficzny polegal na hodowli
pakow na pozywkach agarowych zawierajacych potowe lub 1/3 sktadu pozywek kontrolnych, z wyjatkiem hormonéw,
ktorych sktad byt w danym wariancie taki sam.

Pozywka 1. (Kontrola). Bazowa pozywka wyjsciowa: % MS (Murashige i Skoog 1962) + 3% sacharozy +
Img/l BA + 0.1 mg/l NAA. Pozywka 14 — zawierala polowe skiadnikow odzywczych pozywki 1. 1B — 1/3 sktadnikow
odzywczych pozywki 1.
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Ryc. 2. Mapy biatkowe uzyskane po
elektroforezie 2-D wykonane dla
dwoch genotypéw gryki zwyczajnej
rosnacych w warunkach wysokiej
temperatury (30°C) z zaznaczonymi
biatkami, ktorych stezenie
zwigkszalo si¢ wzgledem bialek w
ro$linach kontrolnych (w 20°C);
czerwonym kolorem zaznaczono
biatka tozsame dla obu genotypdw.

(Zele z biatkami oznaczonymi w

stresie termicznym naktadano na

zele z biatkami wyizolowanymi z
ro$lin kontrolnych)

Pozywka 2. (Kontrola). Bazowa pozywka wyjsciowa: makro- i mikroelementy MS+ 2mg/l zestawu witamin jak w
pozywce B5 (Gamborg i in. 1968) + 2,5 g/l sacharozy + 0,1 g/l glutaminy + 1mg/1 kinetyny + 1mg/I gibereliny GA3).
Pozywka 2A — zawierata potowe sktadnikow odzywczych pozywki 2.
Pozywka 3. (Kontrola). Bazowa pozywka wyjsciowa: MS + 3% sacharoza + 2 mg/l zeatyny. Pozywka 3A — zawierata
potowe sktadnikoéw odzywcezych pozywki 3.
Na poszczegdlnych pozywkach kontrolnych po 5 i po 10 dniach hodowli obserwowano réznego rodzaje zaburzenia w
rozwoju woreczkow zalazkowych. Nalezaly do nich: rozrost komoérek integumentow, rozrost komorek osrodka
zalazka, dodatkowe podzialy w woreczkach zalgzkowych, rozwdj struktur zarodkopodobnych. Nalezy zaznaczy¢, ze
zaburzenia w megasporofitogenezie oraz megagametogenezie obserwowano na wszystkich pozywkach kontrolnych
oraz ich odpowiednikach o zmniejszonym skiadzie, ale najwigcej deformacji notowano na pozywce 1B, czyli
zawierajacej tylko jedng trzecig skladnikow odzywczych. Duzo wigcej przypadkow degeneracji woreczkow
zalazkowych (zarowno w kontroli, jak i na ubogich pozywkach) obserwowano w przypadku rodu PA15 niz odmiany
Panda. Wynik ten jest o tyle interesujacy, ze w warunkach in vivo u rodu PA15 obserwowano duzo mniejszy stopien

degeneracji.



