Streszczenie

Czynniki abiotyczne wystepujace w srodowisku naturalnym prowadza do zmian
strukturalnych i funkcjonalnych na poziomie komoérkowym ro$lin, inicjujgc uruchomienie
mechanizmow adaptacyjnych. Wspétistnienie réznych stresow abiotycznych ma czgsto swoje
odzwierciedlenie w wigkszym spadku produktywnosci roslin w poréwnaniu do oddzielnego
wystepowania tych stresow. Wsrdd zbdz jeczmien nalezy do jednego z gatunkdéw najlepiej
rozpoznanych pod wzgledem genetycznym i ze wzgledu na wysoki konserwatyzm genomu
traw stanowi rosling modelowa w wielu badaniach, w tym réwniez zwigzanych z potencjatem
plonowania w niekorzystnych warunkach srodowiska. Celem pracy byta kompleksowa analiza
zmian U jeczmienia jarego wywolanymi roéznymi stresami abiotycznymi uwzgledniajaca
jakosciowo-ilosciowe oznaczenie metabolitow, lipidow i steroli w lisciach, ocene ekspresji
genu ns-LTP2 i detekcje biatka ns-LTP2 w tkankach wegetatywnych oraz sktadowych
ziarniaka jeczmienia wraz z fenotypowaniem ros$lin. Integracja pozyskanych danych miata na
celu dostarczenie nowej wiedzy o0 molekularnej adaptacji roslin do warunkow stresowych.

Obiektem badan w pracy byly wybrane pod wzgledem pochodzenia, fenotypu
i polimorfizmu genu ns-LTP2 linie jeczmienia jarego oraz ich formy rodzicielskie. Analizom
podlegaty uzyskane metodg krzyzowania wstecznego (BCs) linie MPW (P: MPS106 x MPS37)
i zdefiniowanym polimorfizmie genu ns-LTP2 oraz rekombinacyjne linie wsobne (RIL, Fio)
uzyskane technikg pojedynczego ziarna — MCam (P: Maresi x CamB1). Linie MCam taczyty
korzystne cechy form rodzicielskich — CamB1 (wczesnos¢) i Maresi (potkartowatosé).

Przeprowadzono seri¢ doswiadczen, w ktorych wybrane formy jeczmienia w stadium
krzewienia poddawano stresom abiotycznym przez okres 14 dni. Fenotypowanie miato miejsce
w czasie formowania plonu oraz w stadium dojrzatosci petnej, obejmujac 15 cech zwigzanych
Z architekturg ro$lin, morfologia klosa, masa =ziarna, atakze terminem kloszenia.
Dos$wiadczenia prowadzono w kontrolowanych warunkach szklarniowych oraz w fitotronie.
Susze (D) prowadzono w doniczkach o wilgotnosci podtoza 20% FWC w poréwnaniu do
wilgotnosci optymalnej wynoszacej 70% FWC. Zasolenie (S) uzyskano poprzez aplikacje do
doniczek roztworu NaCl celem uzyskania koncowego stezenia soli 250 mM-dm_s. Z kolei stres
wysokiej temperatury (T) wigzat si¢ z utrzymaniem temperatury w warunkach kontrolnych
22°C/18°C (dzien/noc), za§ w warunkach stresowych 30°C/10°C (dzief/noc). Oprocz wptywu

stresow dzialajacych pojedynczo oceniono rowniez wptyw ich symultanicznego oddzialywania
(DS, DT, ST, DST).



Zbadano wplyw stresow abiotycznych na metabolom i lipidom badanych genotypow
korzystajac z technik GC/MS, GC/FID i Fast-GC/MS. Dodatkowo przeanalizowano wptyw
warunkow stresowych na zmiang poziomu ekspresji genu Nns-LTP2 w tkankach wegetatywnych
oraz w sktadowych ziarniakéw jeczmienia (qQRT-PCR) oraz dokonano detekcji poziomu
akumulacji biatka ns-LTP2 (Western blot) i poznano wptyw stresow abiotycznych na poziom
tego biatka w osiach zarodkowych (test ELISA).

Zidentyfikowano 384 metabolity w lisciach jeczmienia. Analiza wariancji pozwolita
wykry¢ 122 metabolity, ktorych udziat ulegat zmianie (p < 0,05) pod wptywem genotypu (76),
warunkow stresu abiotycznego (41) oraz czasu jego trwania (21), jak 1 interakcji miedzy
genotypem i punktem czasowym (7), genotypem i stresem abiotycznym (29) oraz punktem
czasowym i stresem abiotycznym (30). Zidentyfikowano odmienne $ciezki reakcji na stres
przez szybszg akumulacje aminokwasow w CamBIl, weglowodanow w liniach MPS,
a w Maresi stwierdzono efektywny metabolizm azotu. Wykazano, ze CamB1 cechuje szybszy
wzrost akumulacji osmoprotektantow i antyoksydantéw w poroéwnaniu do genotypoéw
europejskich.

Wysoka temperatura oraz jej kombinacje (gléwnie DT) wptynety znaczaco na zmiang
udziatu wigkszosci klas lipidow i steroli poza AS-awenasterolem, ktorego poziom wzrdst
jedynie w warunkach stresu pojedynczego (D czy T), co moze sugerowaé nieznang
I specyficzng jego funkcje w przystosowaniu jeczmienia do niekorzystnych warunkéw. Linia
CamBJ1 pochodzaca z suchego i cieptego klimatu charakteryzowata si¢ najwyzszym poziomem
kampesterolu, stigmasterolu oraz A5-awenasterolu w poréwnaniu do pozostatych genotypow.
Z kolei linie MPS, rozniace si¢ formg alleliczng genu ns-LTP2, wyrdzniaty si¢ sposrod
badanych genotypdéw poziomem akumulacji metabolitéw, w tym lipidow, co mogto stanowié
wazny mechanizm przetrwania w zmiennych warunkach §rodowiska.

Gen ns-LTP2 nie ulegat ekspresji w dojrzalych tkankach wegetatywnych jeczmienia
niezaleznie od warunkow stresowych, zas jego konstytutywna ekspresja zachodzita w aleuronie
i osi zarodkowej jeczmienia. Poziom ekspresji ns-LTP2 roznit si¢ migdzy genotypami, a Stres
abiotyczny (gltéwnie DS) wptywal na jej wzrost. W osi zarodkowej jeczmienia poziom
catkowitego biatka rozpuszczalnego wzrastat najbardziej pod wplywem stresu dziatajacego
pojedynczo (S), natomiast biatka ns-LTP2, niezaleznie od genotypu, w stresach dzialajacych
symultanicznie (ST i DST).

Dokonano doktadnego opisu fenotypowego analizowanego materialu roslinnego
rosngcego w warunkach stresowych. Linie MPS klosity si¢ w zblizonym terminie i cechowaty
si¢ dobrze wyksztatconym klosem gtownym, podobnie jak linie MPW. MPS37 (ns-LTP2.a),



inaczej niz MPS106 (ns-LTP2.b), cechowala si¢ najmniejsza ogdlng liczbg zdzbet i wysoka
masa tysigca ziaren (podobnie jak Maresi). Linie MCam charakteryzowaty si¢ bardzo dobrymi
parametrami cech plonotworczych (podobnie jak jeden z genotypow rodzicielskich - Maresi),
oraz szybciej si¢ ktosity w porownaniu do innych badanych linii, (cecha charakterystyczna
drugiego genotypu rodzicielskiego - CamB1).

Stwierdzono zwigzek migdzy poziomem akumulacji metabolitow pod wplywem
warunkéw stresowych a cechami fenotypowymi, uzyskujac informacje o reakcji roslin na
poziomie metabolomu i fenomu w zréznicowanych warunkach $rodowiska. W warunkach
jednoczesnego dziatania wysokiej temperatury isuszy stwierdzono dominujacy charakter
deficytu wody, za§ wspoétdzialanie suszy izasolenia miato najprawdopodobniej charakter
synergii. Z kolei wspotdziatanie zasolenia i wysokiej temperatury oraz wszystkich trzech
stresow miato charakter unikatowy z efektem zdecydowanie odmiennym w poréwnaniu do
stresOw wystepujacych indywidualnie.

Badania dotyczace odpornosci oraz wlasnosci roslin rosnagcych w zmiennych warunkach
srodowiska nabierajg duzego znaczenia W kontek$cie postgpujacych zmian klimatu. Duza
plastyczno$¢ metabolomu CamB1, zwigzana z przetrwaniem niekorzystnych warunkow
i wydaniem nasion w krotkim czasie, czyni ja dobrym kandydatem w opracowaniu odmian
przystosowanych do zmiennych warunkow $rodowiska, jednakze niewystarczajagcym
W konteks$cie wysokiego plonu. Zmiany indukowane warunkami stresow abiotycznych
w liniach MPS i CamB1 byly czesto zblizone, dajac podstawy do stwierdzenia, ze
wyselekcjonowane w rozprawie doktorskiej linie MPS, poddane wielokierunkowym badaniom
nad zmianami powodowanymi warunkami stresowymi, przy jednoczesnie lepszych
parametrach cech plonotworczych niz linia syryjska, moga stanowi¢ obiecujace zasoby

genetyczne dla zwigkszenia tolerancji jgczmienia na stres abiotyczny.



