mgr Joanna Agata Gebura Lublin, 18.05.2016r.
Studentka IV roku Studium Doktoranckiego

Wydziat Biologii i Biotechnologii, UMCS

Instytut Biologii i Biochemii

Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin

Rada Wydzialu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej

w Lublinie

Przedstawiam streszczenie mojej rozprawy doktorskiej, zatytutowanej: Badania

embriologiczne Tinantia anomala (Torr.) C. B. Clarke, wykonanej i napisanej pod

promotorstwem dr hab. Krystyny Winiarczyk.

Streszczenie

Tinantia anomala (Commelinaceae) to roslina zielna, charakteryzujaca sie
pochwiastymi potaczeniami hetromorficznych lisci z todyga oraz specyficzng budowa
zygomorficznych kwiatow, w ktorych wystepuja polimorficzne preciki. Obecnos¢ jaskrawych
trichomow, ktore imituja mnogos¢ ziaren pytku wskazuje, ze T. anomala przystosowata si¢ do
zwabiania zapylaczy (mimikra kwiatowa). Roslina rozmnaza si¢ generatywnie poprzez
samopylno$¢ lub obcopylno$¢, wydajac duzo nasion w trakcie okresu wegetacyjnego.
Ponadto T. anomala moze rozmnaza¢ si¢ wegetatywnie poprzez wytworzenie podziemnych

bulw.

Ze wzgledu na interesujacg budowe kwiatow oraz niewiele informacji opisujacych
gatunek w literaturze naukowej stala si¢ ona przedmiotem badan embriologicznych,
prowadzonych w ramach niniejszej pracy. Gtéwnymi zatozeniami badawczymi byto poznanie
przebiegu mikro- oraz megasporogenezy u T. anomala, poniewaz nigdy wczesniej te procesy
nie zostaly udokumentowane. Drugim zadaniem badawczym bylo poznanie biologii
kwitnienia (obejmujacej sposdb zapylenia, przebieg fazy progamicznej, zawigzywanie
owocOw 1 nasion) opisywanej rosliny, jak rowniez proba okreslenie roli zréznicowanych

precikdw. W ramach tego zadania oznaczono zywotno$¢ produkowanych w pylnikach ziaren



pytku i zbadano ich zdolnos¢ kietkowania in vivo. Podczas realizacji zatozonych celow
wykorzystano rézne metody mikroskopowe (LM, FM, CLSM, DIC, SEM, TEM), jak réwniez
metody molekularne (izolacja DNA, reakcja PCR, sekwencjonowanie genomu, elektroforeza
2D, oznaczenia MALDI-ToF). Ze wzgledu na niejednoznaczng klasyfikacje morfologiczng
gatunku, podjeto badania genetyczne, w trakcie ktorych zsekwencjonowano trzy
charakterystyczne odcinki genomu chloroplastowego T. anomala (gen rbcl oraz nadhF i
odcinek miedzygenowy trnL-trnF), jak roéwniez czterech innych gatunkow z rodziny
Commelinaceae. Analiza poréwnawcza otrzymanych sekwencji z danymi dostgpnymi w bazie
GenBank NCBI potwierdzita taksonomi¢ badanego gatunku. Uzyskane w trakcie badan 15
sekwencji nukleotydowych zdeponowano we wspomnianej bazie danych.

W prowadzonych badaniach embriologicznych przesledzono przebieg mikro-, jak i
megasporogenezy u T. anomala oraz opisano budowg¢ anatomiczng kwiatowych organdow
generatywnych. Glowki precikowe badanej rosliny roznig si¢ ksztattem, rozmiarami i barwa,
a nitki precikowe sg pokryte zréznicowanymi pod wzgledem barwy i morfologii trichomami.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze zréznicowane morfologicznie pylniki posiadajg jednakowa
budowe anatomiczng oraz produkujg ptodne, trzyporusowe i bezbruzdowe ziarna pytku. T.
anomala wytwarza dwukomorkowe gametofity meskie, ktore posiadaja wysoka zywotnosc
(ponad 90%) oraz duza zdolno$§¢ do kietkowania w tagiewki pytkowe, zarowno po
samozapyleniu, jak i po przeniesieniu na obcy kwiat (kietkowanie okoto 98%). Ziarna pytku
r6znig si¢ nie tylko barwg, ale takze posiadajg odmienny sktad biatkowy. W rozdzielonej za
pomoca elektroforezy dwukierunkowej catosciowej frakcji bialek wyizolowanej z pylnikow
zidentyfikowano ponad 200 r6znych polipeptydow. Wsrdd nich znajdowato si¢ 40 biatek
specyficznych dla pylnikow goérnych 1 8 biatek specyficznych dla pylnikéw dolnych.
Pozostate biatka byly wspolne dla obu rodzajéow pylnikéw. Po okresleniu funkcji 15 losowo
wybranych biatek, z wykorzystaniem oznaczen spektrometrycznych okazato sie, ze sg to
polipeptydy uczestniczace w przemianach metabolicznych i1 energetycznych, jak réwniez
biatka strukturalne. Ponadto u obu rodzajéw pylnikéw wykazano znaczne ilosci

mitochondrialnego transportera wapnia (biatko At4g36820).

W trakcie badan nad mikrosporogenezg u T. anomala zanotowano obecnos$¢ rafidow
(igloksztattnych krysztaléw szczawianu wapnia) wystepujacych w ameboidalnym tapetum.
Badania ultrastrukturalne rafidow wykazaty, ze sa one formowane w tapetalnych wakuolach,
tworzacych liczne skupiska pomiedzy mejocytami. W trakcie degradacji tapetum, wakuole

ulegaja rozpadowi 1 uwalniajg rafidy. Ich liczba zdecydowanie zmniejsza si¢ podczas



mikrogametogenezy. Prawdopodobnie substancje pochodzace z rozktadu krysztatow sg wtedy
wykorzystywane do tworzenia grubej sporodermy, jaka otacza ziarna pytku T. anomala.
Badania nad mikrosporogeneza zaowocowaty takze odkryciem unikatowych w $wiecie roslin
struktur, ktore pojawiajg si¢ bezposrednio przed otworzeniem pylnika. Sg to struktury
krotkotrwate, zbudowane z rdéznej liczby segmentéw tworzacych pierscienie pomiedzy
ziarnami pyltku. Potencjalna rola zaobserwowanych pierscieni moze sprowadzaé¢ si¢ do
separowania i ochrony ziaren pytku w trakcie wypylenia. Jak zaobserwowano ziarna pytku u
T. anomala uwadniajg si¢ jeszcze przed uwolnieniem z pylnika, co jest rzadko spotykane w
swiecie roslin. W trakcie badan nad rozwojem zalgzkoéw zaobserwowano znaczny rozrost
integumentéw (zwlaszcza zewnetrznego), dzielacych o$rodek na mniejszg czgsé
mikropylarng, w ktoérej rozwija si¢ woreczek zalazkowy oraz znacznie wicksza czes$¢
chalazalng. Megasporogeneza u T. anomala przebiega bez zaklocen, a woreczek zalgzkowy
rozwija si¢ wedlug typu Oenothera, co jest wyjatkiem w rodzinie Commelinaceae. Aparat
jajowy sktada si¢ z dwoch synergid z dobrze widocznym aparatem widkienkowym oraz z
wydluzonej komorki jajowej. Komoérka centralna posiada znaczne rozmiary i1 duze,
haploidalne jadro. U T. anomala nie powstajg antypody. Faza progamiczna oraz zaptodnienie
przebiega bez zaklocen, a w efekcie tego tworza si¢ owoce torebki z nasionami. Badania
anatomiczne nasion wykazaly, ze posiadaja one cienkg tuping nasienng o specyficznym
urzezbieniu, duze ilosci bielma komdrkowego oraz zarodek, ktoéry wystepuje w oddzielnej

komorze. W sprzyjajacych warunkach nasiona T. anomala szybko kietkuja w mtode rosliny.

Obserwacje biologii kwitnienia prowadzone przez 4 lata pokazaty, ze T. anomala
moze szybko i bez zadnych przeszkdd tworzy¢ nowe pokolenia roslin. W warunkach
szklarniowych ro$lina kwitla i owocowata przez caty rok, nie wykazujac spoczynku
zimowego. Dominujacg strategia zyciowg T. anomala jest samopylno$¢, a fakultatywnie
pojawia si¢ u niej obcopylno$¢. Rozne strategie rozmnazania wskazuja, ze jest to mtody
gatunek, ciagle poszukujacy wilasnej niszy ekologicznej, ktdry posiada duzy potencjat do

zasiedlania nowych terenow.



