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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 stresoéw §rodowiskowych. L. multiflorum
Lam. (zycica wielokwiatowa) to gatunek trawy o wysokiej jakosci paszowej, lecz niskiej tolerancji
stresow abiotycznych i biotycznych. Z kolei F. pratensis Huds. (kostrzewa lakowa) i F. arundinacea
Schreb. (kostrzewa trzcinowa) — charakteryzujq si¢ wysokim stopniem odpornosci na patogeny oraz
tolerancji mrozu, suszy i wysokiego zasolenia. Gatunki Lolium i Festuca krzyzuja si¢ ze soba. Stwarza
to mozliwo$¢ przeniesienia korzystnych cech z gatunkéw jednego rodzaju do gatunkoéw drugiego
rodzaju na drodze krzyzowania. Alloheksaploidalny gatunek F. arundinacea wykorzystywany jest
glownie jako zrodlo gendéw tolerancji suszy. F. pratensis jest z kolei gatunkiem wykorzystywanym
jako zrodlo genow tolerancji mrozu. Wykazano réwniez, ze dzigki obecnos$ci sub-genomu kostrzewy
takowej w genomie kostrzewy trzcinowej, ten drugi gatunek moze by¢ takze doskonalym zréodiem
genow odpowiedzialnych za zimotrwato§¢, w tym mrozoodpornos¢. W niniejszym zadaniu
badawczym prowadzone sa prace zmierzajace do selekcji genotypow, ktére wykazuja stosunkowo
wysoki poziom tolerancji sekwencji stresow susza/zima i odpornosci na podstawowe choroby oraz do
wyznaczenia fizjologicznych i molekularnych wskaznikoéw tolerancji/odpornosci na analizowane
stresy abiotyczne i biotyczne.

Material badawczy, cel i metodyka badan

Materiat badawczy stanowity tetraploidalne (pokolenie BCs) formy introgresywne L. multiflorum/F.
arundinacea.

Cel badan:

1. Ocena przezimowania roslin, wybor genotypow tolerujacych sekwencjg stresow w ukladzie
susza/zima;

2. Poznanie fizjologiczno-molekularnych wskaznikéw odpornosci na Microdochium nivale;

3. Okreslenie fizjologicznych markeréw mrozoodpornosci (odrost po mrozeniu i wyciek
elektrolitow);

4. Sklonowanie cDNA wybranych genoéw, potencjalnie zwiazanych z tolerancja niskiej temperatury:
Wecor80 1 Cori4b.

Metodyka badan:

Testom zimotrwato$ci w warunkach polowych poddano 234 obiekty roslinne w jednej lokalizacji
(Szelejewo). Ocena zimotrwatosci zostata dokonana na podstawie: (i) oszacowania suchej i mokrej
masy roslin, ktore przezimowaly, (if) potencjalu odrostu roslin, ktére przezimowaty.

M. nivale jest glownym ‘sprawca’ plesni $niegowej. W pierwszej czgsci tematu dotyczacego oceny
stopnia porazenia form introgresywnych infekowano 20 genotypow, charakteryzujacych sig
stosunkowo wysokim stopniem tolerancji suszy i wykazujacych brak objawoéw porazenia
maczniakiem prawdziwym traw, plamistosciami li§ci i rdza koronowa. Dalsze analizy prowadzono
tylko na wybranych 2 genotypach o stosunkowo najnizszym stopniu porazenia i na 2 genotypach o
najwyzszym stopniu porazenia M. nivale. Zawarto§¢ cukru oznaczano metoda antronowa (Ashwell
1975, Zagrodzki i in. 1989). Analize zawartosci kwasu abscysynowego (ABA) wykonano metoda
HPLC opisana przez Zur i in. (2014). Profil kwasow fenolowych oznaczono metoda HPLC z detekcja
fluorymetryczna.

Oceng poziomu mrozoodpornosci przeprowadzono na podstawie okreslenia zdolnosci roslin do
odrostu po stresie mrozu wedtug skali Larsen’a (1978). Badanie uszkodzen bton komorkowych u
dwoch wyselekcjonowanych genotypow polegato na konduktometrycznym pomiarze wycieku
elektrolitéw z uszkodzonych tkanek lici po mrozeniu po ré6znym czasie hartowania roslin w niskiej
temperaturze. Wyznaczono warto$¢ Tgrso (temperatura powodujaca 50% wyciek elektrolitow) dla
kazdego badanego momentu hartowania.



Badania molekularne zwiazane z klonowaniem cDNA dla dwoch genow Coridb i Wcor80
obejmowaty m.in. projektowanie starterow; 5°, 3> RACE; klonowanie w wektorze pGEM, w tym
izolacje RNA, odwrotna transkrypcje, PCR, oczyszczanie produktow, izolacje plazmidu;
sekwencjonowanie.

Wyniki

Na podstawie analizy potencjatu odrostu, suchej i zielonej masy po zimie wyselekcjonowano 4
genotypy, ktore roznily si¢ poziomem zimotrwatosci. Formy introgresywne 180/30/19 i 180/30/75
uznano za rosliny o najwyzszym stopniu zimotrwalosci, natomiast formy introgresywne 180/30/138 i
180/30/84 (nie przezimowaly) za rosliny o najnizszym stopniu zimotrwatosci.

Wyselekcjonowano 4 genotypy — 2 o najwyzszym poziomie odpornosci na M. nivale (180/30/19 i
180/30/75) i 2 o najnizszym stopniu odpornosci (180/30/84 i 180/30/138). Poziom odpornosci byt
zbiezny z poziomem zimotrwatosci wyselekcjonowanych genotypow. Genotypy odporne na plesn
charakteryzowaty si¢ wyzsza zawarto$cia cukréw zaréwno w lisciach, jak i w weztach krzewienia.
Mimo ogdlnej tendencji zuzycia cukrow w trakcie trwania infekcji u obu typoéw ro$lin, u roslin
odpornych zawarto§¢ cukréw w 7 dniu infekcji byta wyzsza niz odpowiednio u roslin wrazliwych.
Genotypy odporne wykazywaly takze wyzsza zawarto$¢ ogdlnej puli fenoli niz genotypy wrazliwe,
aczkolwiek ta réznica nie byla tak duza, jak w przypadku cukrow. W lisciach i weztach ro$lin
odpornych odnotowano wigksze ilosci kwasu abscysynowego w 1 dniu infekcji niz w 7 dniu, w
odniesieniu do genotypow wrazliwych.

Do dalszych prac wyselekcjonowano formeg introgresywna 180/30/138 — o najwyzszym poziomie
odrostu po mrozeniu i form¢ 180/30/19 — o najnizszym poziomie odrostu (brak odrostu). Genotyp
180/30/138 wykazat najwyzsza stabilno$¢ bton po pelnym, trzytygodniowym okresie hartowania na
mroz. Genotyp 180/30/19 wykazal po tym czasie nizszy poziom stabilnosci blon. Jednocze$nie
zaobserwowano rozna dynamik¢ hartowaniu u obu genotypow. W pierwszych i w zaawansowanych
dniach hartowania genotyp 180/30/19 charakteryzowat si¢ wigkszym poziomem wycieku elektrolitow,
w pordéwnaniu z genotypem 180/30/138. Wyjatkiem byt siodmy dzien hartowania, w ktorym
stabilno$¢ bton komorkowych byta wyzsza u genotypu 180/30/19.

W  wyniku przeprowadzonych eksperymentow molekularnych sklonowano dwie, kompletne
sekwencje cDNA Corl4b i Wcor80 w wektorze pGEM.

Whioski

o wyselekcjonowano dwa genotypy o stosunkowo wysokim i dwa o stosunkowo niskim poziomie
tolerancji stresow srodowiskowych, w tym zimotrwatosci.

e temperatura (brak dominacji mrozu) nie byta gldéwnym czynnikiem warunkujacym zimotrwato$§¢
wyselekcjonowanych form introgresywnych. Ich potencjat mrozoodpornosci oznaczono w
symulowanych testach laboratoryjnych.

o wyselekcjonowano dwie formy introgresywne: genotyp o stosunkowo wysokim poziomie
mrozoodpornosci (180/30/138) i genotyp o stosunkowo niskim poziomie mrozoodpornosci
(180/30/19), po trzech tygodniach hartowania na mréz.

e poziom wycieku elektrolitow jest bardzo dobrym wskaznikiem poziomu tolerancji mrozu u
wybranych form introgresywnych, skorelowanym z poziomem odrostu roslin po mrozeniu.

e poziom mrozoodpornosci u wyselekcjonowanych form nie byt skorelowany z poziomem
zimotrwato$ci 1 odpornosci na M. nivale badanych form. Forma mrozoodporna 180/30/138 nie
wykazywata zimotrwato$ci i odpornosci na porazenie M. nivale, natomiast mniej mrozoodporna
forma 180/30/19 byta zimotrwala i odporna na M. nivale.

e brak korelacji pomiedzy poziomem zimotrwatoSci i mrozoodpornosci badanych form
introgresywnych wynikal najprawdopodobniej z warunkéw atmosferycznych panujacych zima
2014/2015 — temperatura (brak dominacji mrozu) nie byta gtbwnym czynnikiem selekcyjnym.

e przeprowadzone prace eksperymentalne umozliwity uzyskanie sekwencji cDNA dwoéch genow
Wecor80 1 Cori4b dla form introgresywnych L. multiflorum/F. arundinacea.



o uzyskane sekwencje cDNA zostana wykorzystane w planowanych na przyszte lata analizach
poziomu ekspresji tych genéw w warunkach niskiej temperatury u form introgresywnych,
zréznicowanych pod katem mrozoodpornosci (180/30/138 1 180/30/19).
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