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Wprowadzenie

Trawy pastewne, a padd nich kostrzewyRestucd i zycice (olium) 3 doskonatymi gatunkami do
bada molekularnej kontroli cech zazanych z tolerangjstreséwsrodowiskowych.L. multiflorum
Lam. @ycica wielokwiatowa) to gatunek trawy o wysokiekgéci paszowej, lecz niskiej tolerancji
streséw abiotycznych i biotycznych. Z kokei pratensisHuds.(kostrzewa dkowa) i F. arundinacea
Schreb. (kostrzewa trzcinowa) — charakteryzi wysokim stopniem odporgoi na patogeny oraz
tolerancji mrozu, suszy i wysokiego zasolenia. @GlatiLolium i Festucakrzyzuja sie ze soh. Stwarza
to mazliwosé przeniesienia korzystnych cech z gatunkdéw jednegizaju do gatunkéw drugiego
rodzaju na drodze krzgwania. Alloheksaploidalny gatundk arundinaceawykorzystywany jest
gtéwnie jakozrodto gendw tolerancji susz¥. pratensisjest z kolei gatunkiem wykorzystywanym
jako zrodto gendw tolerancji mrozu. Wykazano rownige dzeki obecndci sub-genomu kostrzewy
takowej w genomie kostrzewy trzcinowej, ten drugiugetk mae by takze doskonatynzrodiem
gendéw odpowiedzialnych za zimotrwé&p w tym mrozoodporn@. W niniejszym zadaniu
badawczym rozpoero prace zmierzage do selekcji genotypow, ktére wykaggtosunkowo wysoki
poziom tolerancji sekwencji stresdw susza/zoraz do wyznaczenia fizjologicznych i molekularhyc
wskaznikow tolerancji analizowanych streséw.

Materiat badawczy, cel i metodyka bada

Materiat badawczgtanowity diploidalne (polikrosy, pokolenie BCBC:) i tetraploidalne (pokolenie
BCs) formy introgresywnd.. multiflorum/F. arundinaceavraz z kontrolamL. multiflorum

Cel bada:

1. Przeprowadzenie testu tolerancjislim dlugotrwalej suszy (14 tygodni) w warunkach
polowych/symulowanych ‘pod daszkami’ (ang. ‘rairt’@xperiments).

2. Ocena poteenia i podatngci roslin na podstawowe choroby.

3. Okrelenie potencjatu plonowania kdego genotypu po ugtieniu warunkow suszy.
4. Rozpocegcie testu zimotrwakxi w warunkach polowych.

5. Sklonowanie cDNA dla dwéch genéw akwaporyn tdasipwychtipl-1 i tipl-2
Metodyka bada

Testy tolerancji suszy przeprowadzono w namiotacfolbwym zadaszeniem, wypagaych w
system nawadniggy i odwadniajcy. 280 ralin po rozklonowaniu wysadzono w czterech
powtérzeniach, kale powtérzenie w oddzielnym namiocie. $adczenie prowadzono w dwéch
grupach. W pierwszej grupie (namiot nr 4) rostyrilp ktorym stworzono ,komfortowe” warunki
wilgoci poprzez sztuczne nawadnianie. Natomiastrugigj grupie (namioty nr 1, 2 i 3), rosty klony,
ktorym stworzono warunki suszy (przez caly czastma eksperymentu §liny nie byty podlewane).

Ocere porazenia i podatn€ci roslin na podstawowe choroby przeprowadzono na wsiystislinach
uprawianych w ramach projektu na polusw@adczalnym ‘pod daszkami’. Ocena wizualna zostata
wykonana dwukrotnie: w czerwcu oraz w sezonienpéetnim (potowa wrzia), a wec po selekcji
roslin pod katem ich tolerancji suszy.

Po ostatnim pokosie w eksperymencie ‘pod daszkamipoczto nawadnianie. Po 14 dniach
nawadniania zmierzony zostat potencjat odrostid&prailiny. Rosliny pozostawiono w namiotach na
okres zimowy, celem okékenia ich zdolnéci do przezimowania w warunkach naturalnych.

Badania molekularne zwdane z klonowaniem cDNA dla dwoch gendéw akwapogmoplastowych

tipl-1 i tip1l-2 obejmowaty m.in. projektowanie starteréw; 5, 3' RE; klonowanie w wektorze
pGEM, w tym izolagg RNA, odwrotry transkrypcg, PCR, oczyszczanie produktow, izotacj
plazmidu; sekwencjonowanie. Ten etap prac badaviichbyt niezlgdny, celem poznania sekwencji



cDNA dwoch genow akwaporyn tonoplastowych. Sekweertej postiay projektowaniu starterow i
sond wymaganych w analizach RT-PCR w czasie rzasgymv i produkcji specyficznych
przeciwciat.

Wyniki

Przeprowadzono analizy potencjatu tolerancji sudigy 280 genotypoww 4 powtorzeniach (3
namioty ‘suche’ i 1 namiot nawadniany), czyli w sanprzebadano 1120 obiektéWykonano_7
‘pokosow’ — dla kadego pokosu obliczono such mokra mag, a nasipnie okrélono poziom
odrostu; przed pokosem oklano bonitagi. Wyselekcjonowano 10 genotypdw form introgresywnych
0 stosunkowo najwiszym stopniu tolerancji stresu diugotrwalej sudifykazanoze populacja form
introgresywnych pokolenia BGcechowata si wyzszym stopniem tolerancji suszy w poréwnaniu z
populacy form polikrosowych B@i BCs.

W czerwcu odnotowano jedynidadowe wysgpowanie mczniaka traw i to gtdwnie na dolnych
lisciach ralin rosmcych w namiocie kontrolnym, gdzie panowatazeza wilgotné¢ gleby. Ocena
przeprowadzona we wragu wykazata zdecydowanie ¢Wisz zdrowotndé roslin poddanych
stresowi suszy, w poréwnaniu doslin pod namiotem nawadnianym. Najsilniejsze objastnrob
odnotowano na dolnychstiach, znajdujcych s¢ w obszarze podwigzonej wilgotnéci powietrza.
Rosliny w namiocie nawadnianym wykazaty stosunkowmesiporaenie grzybami powodagymi
plamistdci lisci oraz rdz koronows: stopier ten byt zrGgnicowany i wahat siw granicach od 0-4 w
skali 0-5. Jedynie na trzechshomach stwierdzono stabe objawyaozniaka prawdziwego traw. W
wielu przypadkach obserwowano infekenieszag tj. w miejscu zakzenia grzybami wywohajcymi
plamista¢ lisci pojawiata sp rdza koronowa. Rdiny traktowane susgz wykazywaly niewielkie
porazenie myczniakiem i plamistéciami lisci (ocena wahata siw granicach 0-4), natomiast w ogéle
nie wystpowata na nich rdza. Na podstawie oceny fitopatolowej wybrano 23 genotypy o
najwyzszym stopniu odporrdoi na patogeny, w tym 20 form introgresywnych

Przeprowadzono analizy potencjatu odrostu po naveoiln dla_280 genotypéww 4 powtdrzeniach
(3 namioty ‘suche’ i 1 namiot nawadniany), czyli sumie przebadano 1120 obiektéw
Wyselekcjonowano 7 genotypdw o stosunkowo nagmym stopniu odrostu po nawodnieniu (po
stresie dlugotrwatej suszy). Wykazange najwyszym potencjalem odrostu po nawodnieniu
cechowaly si w wigkszaci przypadkow genotypy, ktore wykazaly wémieej wysoki stopié
tolerancji deficytu wody w glebie, tzn. te, ktorimpowaly stosunkowo wysoko w warunkach suszy.
Do testow zwizanych z ocenpotencjatu zimotrwakzi pozostaly ‘pod daszkami’ 234 genotypy.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw molekulahnysklonowano dwie, kompletne
sekwencje cDNAtip 1-1i tip 1-2 w wektorze pGEM.Kolejne etapy bada z uwzgkdnieniem
uzyskanych sekwencji cDNAgta obejmowa:

e przeprowadzenie reakcji RT-PCR w czasie rzeczywisty wybranych punktach czasowych
stresu suszy,

e produkcg przeciwciat i analiz akumulacji biatka w wybranych punktach czasowytiess
suszy.

Whnioski

v' Wsréd badanych form introgresywnydh multiflorunfF. arundinaceai form kontrolnych
obserwowano szeroki zakres tolerancji deficytu wedglebie w trakcie dlugotrwatej suszy
polowej.

v' Badane genotypy w warunkach suszy wykazaly istotyiesza odpornd¢ na rdz koronows,
macznika prawdziwego traw oraz patogeny powadejplamistéci lisci, w poréwnaniu do
genotypow uprawianych w optymalnych warunkach witgéciowych.

v W wyniku prowadzonych analiz wyselekcjonowano tggnotypy o stosunkowo wysokim
stopniu tolerancji suszy, wysokim potencjale odragidporngci na choroby.



v' Przeprowadzone prace molekularne ulimoty uzyskanie sekwencji cDNA dwoch genow
akwaporyn tonoplastowych (wakuola) dla form integywnych L. multiflorunF.
arundinacea



