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Badania nad wplywem brasinosteroidow na tolerancje
roslin jgczmienia na stres niedoboru wody

Research on influence of brassinosteroids on tolerance of barley plants
to drought stress

Stowa kluczowe: brasinosteroidy, jeczmien, susza

CEL PODJETEGO TEMATU I PROWADZONYCH BADAN

Jako$¢ 1 wysokos¢ plonu roslin zbozowych determinowana jest w znacznym stopniu
przez warunki klimatyczne. Czgstotliwos¢ i1 nasilenie susz w Polsce w ostatnich latach
stanowig coraz istotniejszy problem w wymiarze ogdlnogospodarczym i $rodowiskowym.
Susza wystepujaca w wegetatywnej fazie rozwoju roslin obniza liczbe wschodzacych
roslin oraz powoduje silne hamowanie wzrostu siewek. Do szczegdlnie duzych strat w
plonie moze réwniez prowadzi¢ wystapienie suszy w okresie krytycznym, ktéry u zboz
wystepuje w fazie ktoszenia.

Brasinosteroidy (BR) s3 sterolowymi fitohormonami, wykazujagcymi wysoka
aktywnos$¢ w regulowaniu wzrostu i rozwoju roslin. Defekty w procesach biosyntezy
i szlaku transdukcji sygnatu BR prowadza do wystapienia zmian w pokroju ro$lin, w tym
nizszego wzrostu. Nizszy, potkartowy wzrost roslin zbozowych przy zachowaniu peinej
ptodnosci jest pozadang cecha hodowlang, gdyz zmniejsza podatnos¢ roslin na wyleganie
w niekorzystnych warunkach polowych, co umozliwia stosowanie wyzszych dawek
nawozow, a tym samym zwyzke plonéw. Badania z zakresu genomiki funkcjonalnej,
dotyczace metabolizmu BR, prowadzone byly w najwickszym stopniu na gatunku
modelowym — rzodkiewniku pospolitym (Arabidopsis thaliana). Doprowadzily one
do identyfikacji szeregu gendow uczestniczgcych w tym procesie. Molekularne podstawy
metabolizmu BR sg jednak stabo poznane w przypadku roslin uprawnych, w tym zboz.
Co wigcej, przed rozpoczgciem projektu brak byto danych na temat reakcji potkartowych
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form jeczmienia, cechujacych si¢ zaburzeniami metabolizmu BR, na stres niedoboru

wody. Biorac pod uwage funkcje BR oraz istotne znaczenie potkartowych form zbdz

dla rolnictwa, realizacja tematyki badawczej w tym zakresie jest kluczowa zarowno
dla badan podstawowych, jak i potencjalnego wykorzystania rezultatow w hodowli
jeczmienia.

Cele prowadzonych badan obejmowaty:

— identyfikacj¢ i analiz¢ funkcjonalng gendéw HvCPD oraz HvDIMI j¢czmienia
zwigzanych z biosynteza BR oraz charakterystyke mutantow cechujacych sie¢
zaburzeniami w tym procesie,

— okreslenie reakcji potkarfowych mutantow brasinosteroidowych jgczmienia na stres
niedoboru wody w r6znych fazach rozwoju roslin,

— okreslenie wplywu zaburzen metabolizmu BR na przebieg kluczowych procesow
fizjologicznych, w tym: fotosyntezy, wymiany gazowej, homeostazy BR oraz innych
fitohormownow oraz akumulacji nieenzymatycznych antyoksydantow w warunkach
optymalnego nawodnienia oraz stresu niedoboru wody,

— analizy iloSciowe 1 jakoSciowe (sktadu chemicznego) plonu mutantéw brasino-
steroidowych uzyskanego w warunkach optymalnego nawodnienia oraz stresu
niedoboru wody.

OPIS WYNIKOW

W przypadku genu HvCPD wykazano, ze przewidywanym miejscem jego lokalizacji
jest rejon centromerowy chromosomu SH. Zastosowanie metod biologii molekularnej
umozliwito identyfikacj¢ pelnej sekwencji genomowej o gcznej dtugosci 2869 pz. Gen
HvCPD zbudowany jest z siedmiu eksonéw rozdzielonych intronami o zréznicowanej
dlugosci. Sekwencjonowanie genu HvCPD umozliwito identyfikacj¢ mutacji
w przypadku linii BWO084 (brhi3.p) oraz BWO089 (bril8.ac). Strukturg¢ genu HvCPD
oraz zidentyfikowane mutacje przedstawiono na rys. 1A. Oba aminokwasy, Pro-445 oraz
Pro-479, ktore ulegly zmianie w wyniku zidentyfikowanych mutacji sa wysoce
konserwowane wsrod homologicznych polipeptydéw pochodzacych zarowno z gatunkoéw
jedno- jak i dwuli$ciennych (Dockter i in., 2014).

Kolejnym genem poddanym analizie funkcjonalnej byl HvDIMI. Przeprowadzone
analizy wykazaty, ze gen HvDIM] jest zlokalizowany w telomerowej czgsci dlugiego
ramienia chromosomu 7H. Gen HvDIMI zbudowany jest z trzech eksonow, a jego taczna
dlugos¢ to 4101 pz. Sekwencjonowanie genu HvDIMI umozliwito zidentyfikowanie
mutacji w nastepujacych liniach: BWO053 (ari-0.40), BW072 (brh.af), BWO08S (brhi4.q),
BWO087 (brhi6.v), BW325 (ert-u.56) oraz BW333 (ert-zd.159). Strukture genu HvDIM1
oraz zidentyfikowane mutacje przedstawiono na rys. 1B. Aminokwasy, ktore ulegly
zmianie w wyniku zidentyfikowanych mutacji w genie HvDIMI s3a wysoce
konserwowane wsrod homologicznych polipeptydéw pochodzacych zarowno z gatunkoéw
jedno- jak i dwulisciennych, co $wiadczy o istotnej roli tych aminokwaséow w formo-
waniu struktury trzeciorzgdowej polipeptydu HvDIMI1, a tym samym w funkcji
katalitycznej tego enzymu (Dockter i in., 2014). Potwierdzeniem funkcji enzymow
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HvCPD oraz HvDIM1 byta analiza stezenia endogennego kastasteronu, jako koncowego
produktu biosyntezy BR u linii ze zidentyfikowanymi mutacjami w analizowanych
genach oraz odmiany ‘Bowman’, jako genotypu referencyjnego. U linii niosacych
mutacje w genach HvCPD oraz HvDIMI odnotowano znaczace obnizenie st¢zenia
kastasteronu, co potwierdza funkcje zidentyfikowanych genéw i jednocze$nie wskazuje
genetyczne podloze fenotypu badanych mutantow (Dockter i in., 2014).

brh13.p  brh18.ac
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(Pro445Leu)  (Pro479Ser)
= I
E1 E2 E3 E4 ES5 E6 E7:
bp 1 bp 2869
ari-0.40/-0.43/-0.143
B Hv-DIM T3185A
ert-zd.159 brh14.q (Trp345Arg) brh16.v
A2544T C2642T C3937A
(Glu131 Val( SLeu 164Phe) | (Arg508 frameshif‘ & *)
— ] {
E1 E2 E3
bp1 bp247 bp 4101

snnnnnnnnnnnngrt-u56 AE1
SN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN EEEEEEEEN

brh.af AHv-DIM

Rys. 1. Struktura zidentyfikowanych genéw HvCPD oraz HvDIM1 wraz z pozycjami mutacji oraz ich
wplywem na sekwencje kodowanych polipeptydéw (w nawiasach) (Dockter i in., 2014)

Przeprowadzone analizy wykazaly, Zze zaburzenia metabolizmu BR u badanych
mutantow nie wptywaja na sprawno$¢ fotosystemu II. Nie stwierdzono réwniez istotnych
réznic w zawartosci barwnikoéw fotosyntetycznych wsréd wszystkich analizowanych
genotypow. Podczas prowadzonych obserwacji stwierdzono, ze w reakcji na stres
niedoboru wody ro$liny mutantow BR wykazywatly opdzniony moment wigdnigcia
i dluzej utrzymywatly turgor w poréwnaniu z roslinami odmiany ‘Bowman’. Opo6zniony
moment wiednigcia moze by¢ spowodowany potkarfowym fenotypem tych mutantow
1 mniejszg warto$cig biomasy cze$ci nadziemnych tych form, co wigze si¢ z mniejszym
zapotrzebowaniem na wod¢ w warunkach jej niedoboru, w poréwnaniu z roslinami
odmiany ‘Bowman’ (Gruszka i in., 2016). Nalezy rowniez podkresli¢, ze w odroznieniu
od roslin odmiany ‘Bowman’, u ro$lin analizowanych mutantow BR nie odnotowano
obnizenia aktywnos$ci Rubisco pod wptywem stresu suszy.

Analiza akumulacji endogennych BR wykazala, ze w odpowiedzi na stres niedoboru
wody stezenie kastasteronu (najbardziej aktywnej biologicznie formy BR u jedno-
lisciennych) ulegto znaczacemu zwickszeniu u wszystkich analizowanych genotypow,
jednak efekt ten byl najbardziej znaczacy w przypadku mutantéw niewrazliwych na BR.
Ten wynik wskazuje, ze kastasteron pehni role¢ w regulacji odpowiedzi roslin jeczmienia
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na stres niedoboru wody (Gruszka i in., 2016). Analiza profilu akumulacji biologicznie
aktywnej formy giberelin, GA,, wykazala, ze w warunkach kontrolnych mutanty BR
zawieraly znaczaco obnizone koncentracje tego zwiazku (ok. 14%—46% wartoSci
odnotowanej u odmiany ‘Bowman’). Stres niedoboru wody spowodowat znaczagcy wzrost
akumulacji endogennej GA; u wszystkich analizowanych genotypéw. W rezultacie
w warunkach stresu suszy koncentracje endogennej GA; byly porownywalne
u wszystkich analizowanych genotypoéw. Te wyniki wskazujg, ze u jeczmienia GA; jest
glowng aktywna biologicznie formag giberelin, ktorej akumulacja jest znaczaco
indukowana przez stres suszy (Gruszka i in., 2016). W warunkach kontrolnych
akumulacja kwasu abscysynowego (ABA) u mutantdéw BR osiggala podobne wartosci
do odnotowanych u odmiany ‘Bowman’. Stres niedoboru wody spowodowat bardzo
znaczacy wzrost akumulacji ABA u wszystkich analizowanych genotypow. Wyniki te
wskazuja, ze zaburzenia w biosyntezie lub sygnalizacji BR nie wplywaja na homeostazg
ABA w warunkach kontrolnych, jak rowniez nie zmniejszaja zdolnosci mutantow BR
do reakcji na stres niedoboru wody, objawiajgcej si¢ znaczacym wzrostem akumulacji
ABA (Gruszka i in., 2016). W warunkach kontrolnych wszystkie mutanty BR zawieraty
znaczaco obnizone stgzenia kwasu jasmonowego (JA) w poréwnaniu do odmiany
‘Bowman’. Uzyskane wyniki wskazuja, ze u jeczmienia homeostaza JA jest zalezna od
biosyntezy i sygnalizacji BR. Stres niedoboru wody spowodowat bardzo znaczacy wzrost
akumulacji JA u wszystkich analizowanych genotypdéw, co wskazuje, ze mutanty BR
zachowujg zdolno$¢ znaczacego zwigkszania akumulacji JA w reakcji na stres suszy
(Gruszka i in., 2016).

Przeprowadzone badania wykazaty rOwniez, Ze zaburzenia metabolizmu BR wplywaja
na akumulacj¢ nieenzymatycznych antyoksydantow. W warunkach kontrolnych mutanty
niewrazliwe na BR wykazywaly znacznie nizszg akumulacj¢ glutationu. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze prawidlowy przebieg sygnalizacji BR jest konieczny dla odpo-
wiedniej akumulacji glutationu (szczegoélnie formy zredukowanej — GSH). W stresie
suszy najwyzsza zawarto$¢ glutationu odnotowano u odmiany ‘Bowman’, a u mutantow
BR akumulacja glutationu byta obnizona (Gruszka i in., 2018). Wykazano rowniez, ze
zaburzenia metabolizmu BR wplywaja na akumulacj¢ innych nieenzymatycznych
antyoksydantow — tokoferoli. W warunkach kontrolnych stezenia a-tokoferolu
i y-tokoferolu byly znaczaco nizsze u mutantow BR niz u odmiany ‘Bowman’.
Zréznicowana zawarto$¢ o - 1 y -tokoferolu wystepowata zard6wno u roslin rosngcych w
warunkach optymalnego podlewania, jak i w warunkach suszy. Niedobdr wody
powodowat proporcjonalne zwickszenie produkcji tych tokoferoli zarowno u odmiany
Bowman, jak i mutantow BR, jednak u mutantéw BR st¢zenia obu antyoksydantow
pozostaly znacznie obnizone w pordéwnaniu do odmiany ‘Bowman’. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze endogenne BR oraz prawidlowy przebieg ich biosyntezy i sygnalizacji sg
konieczne dla normalnej akumulacji tokoferoli u jeczmienia (Gruszka i in., 2018).

Biorac pod uwagg, ze wystgpienie deficytu wody w trakcie kloszenia ma znaczgcy
wplyw na poziom plonu, okreslenie reakcji potkartowych mutantow BR jeczmienia
na stres suszy w tej fazie rozwoju bylo réwniez bardzo istotne. Pierwszym z analizo-
wanych parametrow byta krzewisto$¢ ogdlna (catkowita liczba zdzbet, wliczajac odrosty
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wegetatywne). W warunkach kontrolnych najwyzsza warto$¢ tego parametru odnotowano
w przypadku niewrazliwej na BR linii BW312 (ok. 141% warto$ci odnotowanej
u odmiany Bowman) i byta ona istotnie wyzsza od wartosci odnotowanych w przypadku
pozostatych genotypow. Stres suszy spowodowal znaczne zwigkszenie krzewisto$ci
ogblnej u niemal wszystkich analizowanych genotypow. W warunkach stresu suszy
wigkszo$¢ analizowanych genotypow wykazywala zblizone warto$ci krzewistosci
ogélnej. Analiza krzewisto$ci produkcyjnej (liczba zdzbet z klosami) w warunkach
kontrolnych oraz podczas stresu suszy pozwolita na dokonanie kilku istotnych
spostrzezen. W warunkach kontrolnych wszystkie analizowane genotypy cechowaty si¢
bardzo zblizonymi warto$ciami tego parametru. W warunkach niedoboru wody
najwyzsza warto$¢ krzewistosci produkcyjnej wykazywaly linie BW312 oraz BW091,
przy czym warto$¢ odnotowana w przypadku linii BW312 byla istotnie wyzsza od
pozostatych i stanowita ok. 145% warto$ci odnotowanej u odmiany ‘Bowman’. Najnizsza
warto$¢ krzewistosci produkcyjnej odnotowano u odmiany Bowman. Kolejnym
z analizowanych parametréw plonowania byla masa ziaren przypadajaca na rosling.
W warunkach kontrolnych najwyzsze wartosci odnotowano w przypadku odmiany
Bowman i linii BW333, przy czym rdznica miedzy tymi wartoSciami nie byla istotna
statystycznie. W warunkach suszy najwyzsza warto$¢ $redniej masy ziaren przypadajacej
na rosling wykazata linia BW312 i byla ona istotnie wyzsza od warto$ci odnotowanych
u pozostatych genotypoéw. Ten wynik koreluje z obserwowang krzewistoscig produkcyjng
w warunkach stresu niedoboru wody, ktora miata najwyzsza warto$¢ wlasnie
w przypadku linii BW312. Ostatnim z parametréow charakteryzujagcych plonowanie
analizowanych genotypow byta masa 1000 ziaren. W warunkach kontrolnych wigkszos¢
z analizowanych genotypow wykazywata zblizone warto$ci tego parametru. Najwyzsza
warto$¢ odnotowano w przypadku linii BW312 i byla ona istotnie wyzsza od warto$ci
tego parametru u innych genotypéw. W warunkach suszy u wszystkich analizowanych
genotypow odnotowano podobne wartosci tego parametru (dane niepublikowane).

W kolejnych badaniach dokonano analiz jakosciowych (sktadu chemicznego) plonu
ziaren mutantow BR jeczmienia oraz odmiany referencyjnej ‘Bowman’. W ekspery-
mentach przeprowadzonych w warunkach kontrolowanych zawartosci sktadnikow
mineralnych, blonnika oraz biatka (ogétem) byty u badanych mutantow BR odnotowane
na poziomie co najmniej tak wysokim, jak u odmiany ‘Bowman’ zaréwno w warunkach
optymalnego nawodnienia, jak i po zastosowaniu stresu niedoboru wody w fazie siewki
oraz kloszenia. W przypadku zawartosci skrobi w warunkach kontrolnych (optymalne
nawodnienie) nie odnotowano réznic mi¢dzy badanymi genotypami. Po zastosowaniu
stresu niedoboru wody w fazie siewki obnizong zawarto$¢ skrobi odnotowano u mutan-
tow niewrazliwych na BR. W eksperymentach przeprowadzonych w warunkach
polowych zawartosci sktadnikow mineralnych, btonnika, biatka (ogotem) oraz skrobi
byty u badanych mutantéw BR odnotowane na poziomie co najmniej tak wysokim, jak
u odmiany ‘Bowman’ (dane niepublikowane).
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WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

Wielokierunkowa analiza funkcjonalna genow HvCPD oraz HvDIMI polaczona
z analiza akumulacji endogennego kastasteronu u mutantow cechujacych si¢
mutacjami w tych genach potwierdzita funkcje kodowanych enzymow oraz ich rolg
w regulacji architektury roslin.

Zaburzenia metabolizmu BR u badanych mutantéw nie wplywaja na sprawnosé
fotosystemu II oraz zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych.

Potkartowe mutanty BR jeczmienia wykazujg zwigkszong tolerancj¢ na stres
niedoboru wody.

Stezenie BR (kastasteronu) wzrasta w reakcji na stres niedoboru wody.

BR reguluja homeostaz¢ innych fitohormondéw (gibereliny GA; 1 kwasu
jasmonowego) u jeczmienia w warunkach optymalnego nawodnienia.

BR reguluja homeostazg kluczowych nieenzymatycznych antyoksydantéw zaréwno
w warunkach optymalnego nawodnienia, jak i podczas stresu niedoboru wody.

W warunkach stresu niedoboru wody w fazie kloszenia najwyzszg wartosé
krzewisto$ci produkcyjnej oraz $redniej masy ziaren przypadajagcej na ro$ling
wykazata niewrazliwa na BR linia BW312.
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