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Woprowadzenie

Trawy pastewne, a pos$rod nich kostrzewy (Festuca) i zycice (Lolium) sg doskonaltymi gatunkami do
badan molekularnej kontroli cech zwigzanych z tolerancja stresow $rodowiskowych. Lolium
multiflorum Lam. (zycica wielokwiatowa) to gatunek trawy o wysokiej jakosci paszowej, lecz niskiej
tolerancji stresdéw abiotycznych i biotycznych. Z kolei F. pratensis Huds. (kostrzewa lakowa)
i F. arundinacea Schreb. (kostrzewa trzcinowa) — charakteryzuja si¢ wysokim stopniem odporno$ci na
patogeny oraz tolerancji mrozu, suszy i wysokiego zasolenia. Gatunki Lolium i Festuca krzyzujg si¢ ze
soba. Stwarza to mozliwo$¢ przeniesienia korzystnych cech z gatunkéw jednego rodzaju do gatunkow
drugiego rodzaju na drodze krzyzowania. Alloheksaploidalny gatunek F. arundinacea
wykorzystywany jest gtownie jako zrodlo gendéw tolerancji suszy. Festuca pratensis jest z kolei
gatunkiem wykorzystywanym jako zrodto gendéw tolerancji mrozu. Wykazano réwniez, ze dzieki
obecnosci sub-genomu kostrzewy lakowej w genomie kostrzewy trzcinowej, ten drugi gatunek moze
by¢ takze doskonatym zroédtem gendow odpowiedzialnych za zimotrwalos¢, w tym mrozoodpornosc.
W niniejszym zadaniu badawczym prowadzone sg prace zmierzajace do selekcji genotypow, ktore
wykazuja stosunkowo wysoki poziom tolerancji sekwencji stresow susza/zima i odpornosci na
podstawowe choroby oraz do wyznaczenia fizjologicznych i molekularnych wskaznikow
tolerancji/odpornosci na analizowane stresy abiotyczne i biotyczne.

Cel, material badawczy i metodyka badan
Cel badan:

e Ocena stopnia przezimowania form introgresywnych BCs L. multiflorum/F. arundinacea
w eksperymencie ‘pod daszkami’ (przeprowadzenie testu na zimotrwatosc).

e Analiza fizjologicznych parametrow zwigzanych z tolerancja suszy (relatywna zawarto$¢ wody,
zawarto$¢ wody, wyciek elektrolitow, fluorescencja chlorofilu) u wyselekcjonowanych form
introgresywnych BCs w symulowanych warunkach fitotronowych.

e Analiza fizjologicznych parametréw zwigzanych z tolerancjg niskiej temperatury, w tym mrozu
(wyciek elektrolitow) u wyselekcjonowanych form introgresywnych BCs w symulowanych
warunkach fitotronowych.

e  Przygotowanie do analizy ekspresji genow Wcor80 i corl4b w warunkach hartowania na mroz
(izolacja RNA i odwrotna transkrypcja) u wyselekcjonowanych form introgresywnych BCe.

Materiat badawczy do realizacji celu nr 1

Testy zimotrwato$ci prowadzono na nastepujacych populacjach:

Formy introgresywne BCq 185/4
Formy introgresywne BCs 185/6
Formy introgresywne BCg 185/10
Formy introgresywne BCg 185/12
L. multiflorum odm. Atos

W sumie testom zimotrwatosci poddano 792 obiektéw roslinnych. Testy prowadzono w 1 lokalizacji.

Materiat badawczy do realizacji celunr2,3i4

Do prac fizjologiczno-molekularnych wykorzystano dwie formy introgresywne z populacji BCe_185/4:

o forme introgresywng 185/4/28 — 0 stosunkowo najwyzszym poziomie tolerancji stresow
srodowiskowych (zima i susza).




. forme introgresywna 185/4/49 — 0 stosunkowo najnizszym poziomie tolerancji streséw
srodowiskowych (zima i susza).

Metodyka badan:

Oceny zimotrwatosci dokonano na podstawie: (i) oszacowania suchej i mokrej masy ro$lin, ktore
przezimowaty, wyrazonej W [g], (ii) potencjatu odrostu ro$lin, ktére przezimowaty, w skali [0-9; 9 —
ocena najwyzsza].

Analiza fizjologicznych markerow tolerancji suszy prowadzona byta w symulowanych warunkach
laboratoryjnych. Genotypy poddano dziataniu krotkotrwatej suszy (11 dni) w doniczkach
w warunkach laboratoryjnych. W trakcie prowadzenia eksperymentu wykonano nastepujace pomiary
fizjologiczne: zawartos¢ wody (WC), relatywna zawartos¢ wody (RWC), wyciek elektrolitow (EL)
oraz fluorescencja chlorofilu, bazujac na materiale roslinnym w postaci lici. Parametry fizjologiczne
analizowano w warunkach kontrolnych i 11 dniu suszy oraz w 10 dni po rozpoczgciu nawadniania.

Analiza fizjologicznych markerow tolerancji mrozu prowadzona byta w symulowanych warunkach
fitotronowych. Kazda forme introgresywna poddano pre-hartowaniu (7 dni), a nastgpnie hartowaniu
(21 dni). Badanie uszkodzen bton komérkowych u dwoch wyselekcjonowanych genotypdéw polegato
na konduktometrycznym pomiarze wycieku elektrolitow z uszkodzonych tkanek lisci po mrozeniu, po
réznym czasie hartowania roslin w niskiej temperaturze. Wyznaczono warto$¢ Teiso (temperatura
powodujaca 50% wyciek elektrolitow) dla kazdego badanego momentu hartowania.

Izolacjg RNA i odwrotng transkrypcj¢ prowadzono przy wykorzystaniu komercyjnych zestawoéw do
prac molekularnych, m.in. do izolacji RNA — RNeasy Plant Mini Kit/ Magnova Poli (dT)25 RNA
magnetic particles, do odwrotnej transkrypcji — Transcriptor first Stand cDNA Synthesis Kit/ Verte
Kit/ Verte MMLV.

Wyniki i wnioski
1. Zaobserwowano duze réznice w plonowaniu po zimie dla poszczegolnych populacji form
introgresywnych. Srednie populacyjne dla wybranych parametréw plonowania W przypadku

trzech populacji (185/4, 185/6 i 185/10) byty wyzsze, a w przypadku jednej populacji (185/12)
nizsze w odniesieniu do $rednich populacyjnych dla form kontrolnych L. multiflorum.

2. Woyselekcjonowane do prac fizjologiczno-molekularnych dwie formy introgresywne cechowaty
si¢ zroznicowanym stopniem odpornosci na sekwencje stresow $rodowiskowych — forma
185/4/28 (wysoki stopien zimotrwatosci i odpornosci na susze); forma 185/4/49 (niski stopien
zimotrwato$ci 1 odpornosci na susze).

3. U obu wyselekcjonowanych form introgresywnych zaobserwowano istotny spadek uwodnienia
tkanek liScia w warunkach suszy, na podstawie oznaczonych parametréw zawartosci wody (WC)
i relatywnej zawartosci wody (RWC) w komoérkach. Forma introgresywna 185/4/49 wykazata
nizsze warto$ci WC i RWC w 11 dniu suszy, w porownaniu do formy 185/4/28. Po powtérnym
nawodnieniu, obie formy nie wykazywaly roznic w analizowanych parametrach; natomiast
zaobserwowano u nich istotny wzrost warto$ci WC i RWC, w odniesieniu do warto$ci w 11 dniu
suszy. Badane formy introgresywne réznily si¢ rowniez wigkszoscig parametrow fluorescencji
chlorofilu w warunkach suszy, obrazujacych poziom aktywnos$ci fotosystemu Il. Parametry te
osiggaly nizsze wartos$ci u formy introgresywnej 185/4/49.

4. Woyselekcjonowane formy introgresywne charakteryzowaty sie stosunkowo niskim poziomem
mrozoodpornosci, ale forma 185/4/28 byta bardziej mrozoodporna. Efektywnos¢ hartowania na
mroz byta niewielka w przypadku obu form introgresywnych.

5. Uzyskane w projekcie pule cDNA (cel nr 4) zostang wykorzystane w reakcji RT-PCR w czasie
rzeczywistym, celem okreslenia ekspresji genéw Corldb i Wcor80 w warunkach niskiej
temperatury na poziomie transkryptu, w ostatnim roku trwania projektu.



