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z ekspresja zimotrwalo$ci i tolerancji suszy u form introgresywnych Lolium multiflorum/Festuca
arundinacea”, w roku 2017.
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Wprowadzenie

Trawy pastewne, a posrod nich kostrzewy (Festuca) i zycice (Lolium) sa doskonatymi gatunkami do
badan molekularnej kontroli cech zwiazanych z tolerancja streséw Srodowiskowych. L. multiflorum
Lam. (zycica wielokwiatowa) to gatunek trawy o wysokiej jakosci paszowej, lecz niskiej tolerancji
stresoOw abiotycznych i biotycznych. Z kolei F. pratensis Huds. (kostrzewa takowa) i F. arundinacea
Schreb. (kostrzewa trzcinowa) — charakteryzuja si¢ wysokim stopniem odporno$ci na patogeny oraz
tolerancji mrozu, suszy i wysokiego zasolenia. Gatunki Lolium i1 Festuca krzyzuja si¢ ze soba. Stwarza
to mozliwo$¢ przeniesienia korzystnych cech z gatunkow jednego rodzaju do gatunkéw drugiego
rodzaju na drodze krzyzowania. Alloheksaploidalny gatunek F. arundinacea wykorzystywany jest
gtownie jako zrodlo genow tolerancji suszy. F. pratensis jest z kolei gatunkiem wykorzystywanym
jako zrodto genow tolerancji mrozu. Wykazano réwniez, ze dzigki obecnosci sub-genomu kostrzewy
lakowej w genomie kostrzewy trzcinowej, ten drugi gatunek moze by¢ takze doskonatym Zrodtem
genow odpowiedzialnych za zimotrwato$¢, w tym mrozoodpornos¢. W niniejszym zadaniu
badawczym prowadzone sa prace zmierzajace do selekcji genotypow, ktore wykazuja stosunkowo
wysoki poziom tolerancji sekwencji stresdw susza/zima i odporno$ci na podstawowe choroby oraz do
wyznaczenia fizjologicznych i molekularnych wskaznikow tolerancji/odpornosci na analizowane
stresy abiotyczne i biotyczne.

Material badawczy, cel i metodyka badan

Materiat badawczy stanowity tetraploidalne formy introgresywne (pokolenie BCs) L. multiflorum/F.
arundinacea, zréznicowane m.in. pod katem tolerancji suszy i mrozoodpornosci (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka form introgresywnych wykorzystanych w badaniach

Zimotrwalo$é 1 . Mrozoodpornosé Odporn'oéé na
Genotyp (w warunkach Tolerancja suszy (w warunkach M. nivale
1 h polowej/i*laboratoryjnej ! (w warunkach
polowych) laboratoryjnych) | jaboratoryjnych)
180/30/19 ++ ++ - ++
180/30/75 ++ ++ + 4+
180/30/84 - i n i
180/30/138 - 43k ++ }

Legenda: ++ (wysoka), + ($rednia/niska), - (brak); * analiza parametréw fizjologicznych wykonana w roku 2016
wskazala na niski potencjat tolerancji symulowanej suszy w doniczkach u formy 180/30/84. ** analiza
parametrow fizjologicznych wykonana w roku 2016 wskazata na wysoki potencjal tolerancji symulowanej suszy
w doniczkach u formy 180/30/138.

Cel badan:

1.  Analiza profilu akumulacji transkryptow, kodujacych akwaporyny tonoplastowe: tip 1-1
i tip 1-2 dla dwoch wyselekcjonowanych form introgresywnych L. multiflorum /F.arundinacea
— 180/30/138 1 180/30/84, rézniacych sig potencjalem tolerancji suszy (analiza ekspresji genow
na poziomie transkrypcji metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym).

2. Analiza profilu akumulacji biatek tipl-1 i tipl-2 dla dwoch analizowanych form
introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea — 180/30/138 1 180/30/84, rdézniacych sig
potencjatem tolerancji suszy (analiza ekspresji gendw na poziomie biatka metoda Western blot).

3. Przygotowanie specyficznych przeciwciat anty-Wcor80 i anty-Cor14b niezbednych do zbadania
poziomu  akumulacji  tych  biateck w  warunkach  hartowania na  mroz
u wyselekcjonowanych form introgresywnych — 180/30/138 1 180/30/19.




4.  Krzyzowanie  wsteczne form introgresywnych L. multiflorum/F.  arundinacea
o stosunkowo wysokim stopniu tolerancji suszy i zimotrwatosci lub o stosunkowo wysokim
potencjale mrozoodpornosci — uzyskanie kolejnego pokolenia wstecznego.

5. Analiza profilu akumulacji transkryptow, kodujacych Wcor80 dla dwoch wyselekcjonowanych
form introgresywnych L. multiflorum/F.arundinacea — 180/30/138 1 180/30/19, rézniacych si¢
potencjatem mrozoodpornosci (analiza ekspresji genéw na poziomie transkrypcji metoda RT-
PCR w czasie rzeczywistym).

Materiat badawczy do realizacji celu nr 1 1 2 stanowily dwie formy introgresywne pokolenia BCs
L. multiflorum/F. arundinacea wyselekcjonowane w roku 2016 — forma o stosunkowo wysokim
potencjale tolerancji suszy laboratoryjnej (180/30/138) i forma o stosunkowo niskim potencjale
tolerancji (180/30/84). Analizy prowadzono w 5 punktach czasowych: warunki kontrolne, 3, 6 i 11
dzien suszy oraz warunki po powtornym nawodnieniu (10 dni po nawodnieniu). Materiat badawczy do
realizacji celu nr 3 i 5 stanowily dwie formy introgresywne pokolenia BCs L. multiflorum/F.
arundinacea wyselekcjonowane w roku 2015 — forma o stosunkowo wysokim potencjale
mrozoodpornosci (180/30/138) i forma o stosunkowo niskim potencjale tolerancji (180/30/19).
Analizy prowadzono w 5 punktach czasowych: warunki kontrolne, 3, 7, 14 1 21 dzien hartowania na
mroz. W krzyzowaniu z tetraploidalnymi formami L. multiflorum odmiany Atos wykorzystano formy
introgresywne BCs: 180/30/138 o stosunkowo wysokim potencjale mrozoodpornosci oraz 180/30/19
1 180/30/75 o stosunkowo wysokim potencjale zimotrwatosci i tolerancji suszy.

Metodyka badan:

Analizy RT-PCR w czasie rzeczywistym prowadzono przy wykorzystaniu termocyklera Bio-Rad CFX
96 (Biorad). Normalizacj¢ roznic w ilo$ci zastosowanego cDNA przeprowadzono w oparciu o dwa
geny referencyjne (gen dla aktyny i gen dla ubikwityny). Procedur¢ RT-PCR w czasie rzeczywistym
opisano dodatkowo w pracy Pawlowicz i in. (2017). Analiza zwiazana z oszacowaniem jakoS$ci
przeciwciat anty-Wcor80 i anty-Cor14b oraz z profilowaniem akumulacji tip 1-1 i tip 1-2 obejmowata:
(1) izolacje 1 oczyszczanie biatek; (ii) elektroforeze¢ biatek w zelu poliakryloamidowym (SDS-PAGE);
(ii1) elektrotransfer bialek na membrang nitrocelulozowa oraz (iv) reakcje Western blot ze
specyficznymi przeciwcialami.

Wyniki i Wnioski

1. Wykazano, ze w przypadku tip I-1 analizowane formy introgresywne roznily si¢ statystycznie
istotnie poziomem akumulacji transkryptu w warunkach kontrolnych i w warunkach rehydratacji.
Wyzszy poziom akumulacji zaobserwowano u genotypu 180/30/84. Nie stwierdzono natomiast
réznic migdzygenotypowych w warunkach suszy. W przypadku tip 1-2 analizowane formy
introgresywne roznity si¢ statystycznie istotnie poziomem akumulacji transkryptu tylko
w warunkach kontrolnych. Wyzszy poziom akumulacji zaobserwowano u genotypu 180/30/84.
Nie stwierdzono natomiast roznic mig¢dzygenotypowych w warunkach suszy i w warunkach
powtdrnej rehydratacji. Na tym etapie badan nie mozna wykluczyé, ze profile akumulacji
transkryptow tip 1-1 1 tip 1-2 beda stanowily dobry system markerowy do selekcji genotypow,
roézniacych si¢ potencjalem tolerancji suszy i regeneracji po ustapieniu stresu.

2. Poziom akumulacji biatek tip 1-1 1 tip 1-2 byl w kazdym punkcie czasowym eksperymentu
wyzszy u formy introgresywnej 180/30/138. Prawdopodobnie profile akumulacji tych bialek
moga by¢ dobrym markerem tolerancji suszy u badanych form introgresywnych.

3. Dwa wyprodukowane przeciwciala okazaly si¢ by¢ wysoce specyficzne w kierunku biatek
Wecor80 i1 Corldb. W przypadku kazdego z przeciwcial identyfikowano pojedynczy produkt
biatkowy o pozadanej masie czasteczkowej. Ze wzgledu na swoja wysoka specyficznose,
uzyskane przeciwciala beda mogly zosta¢ wykorzystane w projekcie w latach nastepnych do
analizy poziomu ekspresji genow Wcor80 i Corl4b na poziomie biatka, w warunkach hartowania
na mroz u wyselekcjonowanych form introgresywnych. Beda to badania komplementarne do
analiz ekspresji tych genow na poziomie transkryptu, przy wykorzystaniu RT-PCR w czasie
rzeczywistym.

4. Wszystkie wykorzystane do krzyzowan wstecznych formy introgresywne cechowaty sig
stosunkowo wysoka ptodnoscia meska (m.in. pekajace pylniki), umozliwiajaca zawiazanie
stosunkowo duzej liczby ziarniakow. Uzyskane z trzech kombinacji krzyzowkowych ziarniaki
charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysokim potencjatlem kietkowania. Otrzymane formy
introgresywne pokolenia BCg, po selekeji pod katem ich tolerancji suszy i zimotrwatosci, stanowic¢



beda baz¢ do rozmnozenia ro$lin i dalszych prac, zmierzajacych do wyprowadzenia form
wyjsciowych, tolerujacych sekwencje stresow srodowiskowych, dla hodowli.

Wykazano, ze w przypadku Wcor8(0 analizowane formy introgresywne roznity si¢ poziomem
akumulacji transkryptu w warunkach kontrolnych oraz w 3 i 14 dniu hartowania. Wyzszy poziom
akumulacji zaobserwowano u genotypu 180/30/19 w kontroli i na poczatku hartowania, natomiast
u genotypu 180/30138 w 14 dniu hartowania.W trakcie hartowania na mr6z forma introgresywna
180/30/138 wykazywata tendencje do stopniowego wzrostu poziomu akumulacji transkryptu,
natomiast forma introgresywna 180/30/19 — do stopniowego spadku poziomu akumulacji. Profile
relatywnej ekspresji Wcor80 moga by¢ prawdopodobnie dobrym markerem tolerancji niskiej
temperatury u badanych form introgresywnych.



