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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$ci na patogeny oraz
tolerancji mrozu, suszy i wysokiego zasolenia. Gatunki Lolium i Festuca krzyzuja si¢ ze soba. Stwarza
to mozliwo$¢ przeniesienia korzystnych cech z gatunkow jednego rodzaju do gatunkéw drugiego
rodzaju na drodze krzyzowania. Alloheksaploidalny gatunek F. arundinacea wykorzystywany jest
gltownie jako zrodto genow tolerancji suszy. Festuca pratensis jest z Kkolei gatunkiem
wykorzystywanym jako zrodlo gendéw tolerancji mrozu. Wykazano rowniez, ze dzigki obecnosci sub-
genomu kostrzewy lakowej w genomie kostrzewy trzcinowej, ten drugi gatunek moze by¢ takze
doskonalym zZrodtem genow odpowiedzialnych za zimotrwalo$¢, w tym mrozoodpornos¢. W
ninigjszym zadaniu badawczym prowadzone sa prace zmierzajace do selekcji genotypdw, ktore
wykazuja stosunkowo wysoki poziom tolerancji sekwencji stresOw susza/zima i odpornosci na
podstawowe choroby oraz do wyznaczenia fizjologicznych 1 molekularnych wskaznikoéw
tolerancji/odpornosci na analizowane stresy abiotyczne i biotyczne.

Odpornos¢ na susze jest cecha poligeniczna i wielokomponentowa. Na szczegdlna uwage
w przypadku badania mechanizméw tej odpornosci u roslin zastuguja jej trzy gtowne komponenty —
unikanie suszy (ang. drought avoidance), tolerancja suszy (ang. drought tolerance) i regeneracja po
ustapieniu warunkow stresowych (ang. recovery). W niniejszym zadaniu badawczym analizowano
wszystkie trzy komponenty odpornosci na suszg. W wyniku realizacji badan w roku 2018
wyselekcjonowano formy introgresywne, ktore charakteryzowaly si¢ szerokim spektrum
komponentéw odporno$ci na susze. Planowane w daleszej perspektywie testy zimotrwalosci
umozliwia dodatkowo wyodrgbnienie posrod wyselekcjonowanych form, genotypéw odpornych na
sekwencj¢ stresdw susza/zima. Waznym czynnikiem wplywajacym na plonowanie ro$lin jest rowniez
potencjat ich odpornos$ci na stresy biotyczne, w tym choroby grzybowe i wirusowe.

Cel, material badawczy i metodyka badan
Cel badan:

1.  Analiza profilu akumulacji transkryptéw, kodujacych Corl4b dla dwoch wyselekcjonowanych
form introgresywnych L. multiflorum/F.arundinacea, rézniacych si¢  potencjatem
mrozoodpornos$ci — 180/30/138 1 180/30/19 (analiza ekspresji genéw na poziomie transkrypcji
metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym).

2. Analiza profilu akumulacji biatek Wcor80 i Corl4b dla dwdch wyselekcjonowanych form
introgresywnych L. multiflorum/F.arundinacea, rézniacych si¢ potencjalem mrozoodpornosci —
180/30/138 1 180/30/19 (analiza ekspresji genow na poziomie biatka metoda Western blot).

3. Przeprowadzenie testow tolerancji suszy polowej w eksperymencie ,,pod daszkami” form
introgresywnych (BC¢) — ocena funkcjonowania ros§lin w warunkach suszy i po powtéornym
nawodnieniu; rozpoczecie testow zimotrwato$ci w warunkach polowych.

4.  Ocena stopnia podatnosci roslin na podstawowe choroby (w okresie letnim 1 jesiennym).

Material badawczy do analiz molekularnych (ekspresja genu cori4b i poziom akumulacji biatek
Wcor80 i corl4b) stanowity dwie formy introgresywne pokolenia BCs L. multiflorum/F. arundinacea
wyselekcjonowane w roku 2015 — forma o stosunkowo wysokim potencjale mrozoodporno$ci
(180/30/138) 1 forma o stosunkowo niskim potencjale tolerancji (180/30/19). Analizy prowadzono w 5
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punktach czasowych: warunki kontrolne, 3, 7, 14 i 21 dzien hartowania na mroz (cele badawcze nr 1
i2).

Materiat badawczy do realizacji celu nr 3 i 4 stanowily cztery populacje form introgresywnych
pokolenia BCy L. multiflorum/F. arundinacea (185/4, 6, 10 1 12) oraz populacja roslin kontrolnych
L. multiflorum odm. Atos.

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 profilowaniem akumulacji
Wcor80 i1 corl4b obejmowata: (i) izolacje 1 oczyszczanie bialek; (if) elektroforeze bialek w zelu
poliakryloamidowym (SDS-PAGE); (iii) elektrotransfer bialek na membrang nitrocelulozows oraz (iv)
reakcje Western blot ze specyficznymi przeciwcialami.

Testy odpornosci na suszeg przeprowadzono w namiotach z foliowym zadaszeniem, wyposazonych
w system nawadniajacy 1 odwadniajacy. 280 roslin po rozklonowaniu wysadzono w czterech
powtodrzeniach, kazde powtdrzenie w oddzielnym namiocie. Doswiadczenie prowadzono w dwoch
grupach. W pierwszej grupie (namiot nr 4) rosty klony, ktérym stworzono ,.komfortowe” warunki
wilgoci poprzez sztuczne nawadnianie. Natomiast w drugiej grupie (namioty nr 1, 2 i 3), rosty klony,
ktorym stworzono warunki suszy (przez caty czas trwania eksperymentu rosliny nie byty podlewane).
Okreslono bonitacje, sucha i zieclona mas¢ w warunkach kontrolnych i trzech punktach czasowych

suszy.

Oceng porazenia i podatnosci roslin na podstawowe choroby przeprowadzono na wszystkich roslinach
uprawianych w ramach projektu na polu do$wiadczalnym ‘pod daszkami’. Ocena wizualna zostata
wykonana dwukrotnie, latem i jesienia, a wigc po selekcji roslin pod katem ich odpornosci na susze.

Po ostatnim pokosie w eksperymencie ‘pod daszkami’, rozpocze¢to nawadnianie. Po 14 dniach
nawadniania zmierzony zostal potencjat odrostu kazdej rosliny (odrost, sucha i zielona masa). Ro$liny
pozostawiono w namiotach na okres zimowy, celem okreslenia ich zdolnosci do przezimowania
w warunkach naturalnych.

Wyniki i wnioski
1. Uzyskano dwa profile akumulacji transkryptu dla genu cor/4b — jeden dla formy introgresywnej
180/20/138 (o wysokim stopniu mrozoodpornosci) i jeden dla formy introgresywnej 180/30/19
(o niskim stopniu mrozoodporno$ci). W trakcie trwania hartowania na mréz obserwowano
stopniowy wzrost ekspresji genu corl/4b u obu analizowanych form, az do piatego dnia
hartowania. Nastgpnie obserwowano spadek poziomu akumulacji transkryptu. W trakcie
hartowania na mr6z poziom transkrypcji genu cori4b byt zawsze wyzszy u formy introgresywnej

180/30/138. Profile relatywnej ekspresji genu cor/4b moga by¢ dobrym markerem tolerancji
niskiej temperatury u badanych form introgresywnych.

2. Uzyskano cztery profile akumulacji biatek: (i) dwa profile akumulacji biatka Wcor80 — jeden dla
formy introgresywnej 180/20/138 i jeden dla formy introgresywnej 180/30/19 oraz (ii) dwa
profile akumulacji biatka Cor14b. Zaobserwowano istotne réznice migdzygenotypowe w poziomie
akumulacji bialek Wcor80 1 Corldb u form introgresywnych o rdéznym poziomie
mrozoodpornosci. Profile akumulacji tych biatek moga by¢ dobrym markerem tolerancji niskiej
temperatury u badanych form introgresywnych.

3. Biorac pod uwageg s$rednie wartosci badanych parametrow plonowania dla poszczegoélnych
populacji, stwierdzono, ze najwyzszym potencjatem tolerancji warunkow stresowych cechowata
si¢ populacja form introgresywnych 185/4 (bonitacja 6,1; sucha masa 11,2 g; zielona masa 69,5
g). Natomiast najnizszym stopniem tolerancji — populacja form introgresywnych 185/12 (bonitacja
4,3; sucha masa 6,9 g; zielona masa 41,5 g). Srednie parametry plonowania uzyskane dla
populacji 185/12 byly istotnie nizsze w odniesieniu do $rednich parametréw plonowania
uzyskanych dla populacji form kontrolnych L. multiflorum odm. Atos (bonitacja 4,7; sucha masa
9,1 g; zielona masa 49,3 g). Pozostale dwie badane populacje form introgresywnych, 185/6
1 185/10, cechowaly si¢ srednimi wyzszymi w odniesieniu do populacji roslin kontrolnych, lecz
nizszymi w stosunku do populacji 185/4. Jednocze$nie obserwowano stosunkowo szeroki zakres
tolerancji warunkdéw suszy w obregbie poszczegdlnych analizowanych populacji roslin. W czerwcu
na ros$linach uprawianych w namiotach odnotowano wystgpowanie gtdéwnie maczniaka traw
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(Erysiphe graminis). Porazenie to nie bylo duze, gtéwnie w stopniu 1 i 2, w skali 0-5. W roku
2018 odnotowano zdecydowanie wigce] przypadkow porazenia wirusem (98 roslin),
powodujacym zotte smugi lisci, w poréwnaniu do lat wcze$niejszych, ale porazenie to
wystgpowato tylko w stopniu 1-2; u kilku ro§lin w stopniu 3 i 4. Wytypowano 20 form
introgresywnych, u ktérych nie stwierdzono Zadnych objawow porazenia. Poniewaz jednak
obserwowany stopien porazenia poszczegolnych populacji roslin byt stosunkowo niski,
zastosowano dodatkowe kryterium — potencjat tolerancji suszy (bonitacja, sucha i mokra masa —
warto$ci powyzej $redniej dla populacji).

4. Biorac pod uwage Srednie wartosci badanych parametrow plonowania dla poszczegdlnych
populacji, stwierdzono, ze najwyzszym potencjatem regeneracji po ustapieniu suszy cechowata si¢
populacja form introgresywnych 185/4 (odrost 4,4; sucha masa 5,9 g; zielona masa 35,8 g).
Natomiast najnizszym stopniem regeneracji — populacja form introgresywnych 185/12 (odrost 2,2;
sucha masa 1,7 g; zielona masa 10,6 g). Srednie parametry plonowania uzyskane dla populacji
185/12 byly istotnie nizsze w odniesieniu do $rednich parametréw plonowania uzyskanych dla
populacji form kontrolnych L. multiflorum odm. Atos (odrost 2,3; sucha masa 1,8 g; zielona masa
10,7 g). Pozostale dwie badane populacje form introgresywnych, 185/6 i 185/10, cechowaty si¢
srednimi wyzszymi w odniesieniu do populacji roslin kontrolnych, lecz nizszymi w stosunku do
populacji 185/4. Jednocze$nie obserwowano stosunkowo szeroki zakres regeneracji ro$lin po
ustapieniu  warunkow suszy w obregbie poszczegélnych analizowanych populacji. Ponadto,
w kazdej z badanych populacji roslin byly genotypy zarowno o stosunkowo wysokim poziomie
regeneracji po ustapieniu warunkow suszy, jak 1 genotypy o stosunkowo niskim poziomie
regeneracji. Druga ocena porazenia przeprowadzona jesienia (po wtornym nawodnieniu) nie
wykazata rowniez, podobnie jak latem, wystgpowania ostrych objawow chorobowych. Rosliny
uprzednio traktowane susza wykazywaly niewielkie porazenie maczniakiem i plamisto$ciami lisci
(ocena wahata si¢ w granicach 1-3), natomiast w ogole nie wystgpowata na nich rdza.
Zaobserwowane objawy wskazywaly na sporadyczne wystepowanie na badanych roslinach takich
grzybow, jak Drechslera siccans, D. dictyoides oraz Bipolaris sorokiniana. Wytypowano 20 form
introgresywnych, u ktérych nie stwierdzono zadnych objawow porazenia i ktére jednocze$nie
charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysoka regeneracja po wtornym nawodnieniu.

Wszystkie rosliny, ktére przetrwaty warunki suszy i regenerowaty po nawodnieniu pozostawiono ‘pod
daszkami’ na okres zimowy, celem okreslenia potencjatu ich zimotrwatosci. Formy introgresywne,
ktore beda charakteryzowaly si¢ wysokim potencjatem odporno$ci na stresy zimowe, choroby
grzybowe oraz wysokim potencjatem tolerancji suszy i zdolnos$cia do regeneracji po ustapieniu
warunkow stresowych zostana w kolejnych latach trwania projektu wykorzystane do namnozenia
materiatu ro§linnego (polikrosy).



