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Identyfikacja czynnikow determinujacych odpornosé
jeczmienia ozimego (Hordeum vulgare L.)
na susz¢ 1 mroz

Identification of factors which determine drought and freezing tolerance in barley
(Hordeum vulgare L.)

Stowa kluczowe: abiotyczne czynniki stresowe, hartowanie, jeczmien ozimy, mrozoodpornosc,
susza, tolerancja

Jeczmien ozimy jest gatunkiem zboza o wysokim potencjale plonotwdrczym i ziarnie
o duzej warto$ci paszowej 1 uzytkowej. Potencjalnie wysoka wydajno$¢ tego zboza jest
jednak znaczaco obnizana przez niskg zimotrwato$¢ tego gatunku, wynikajaca przede
wszystkim z jego niskiej odpornosci na mréz. Ogranicza to areal uprawy jeczmienia
ozimego do rejondw o lagodniejszym klimacie. Innym czynnikiem wplywajgcym
na obnizenie plonowania jest susza glebowa, zwlaszcza w okresie najwickszego
zapotrzebowania na wode, od kwietnia do czerwca. Susza w tym okresie powoduje
u jeczmienia znaczne obnizenie liczby ktosow oraz liczby ziaren w klosie i co za tym
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idzie znaczacy spadek plonowania. Z tych wzgledow, identyfikacja czynnikéw
determinujacych tolerancj¢ na susze¢ i mroz oraz opracowanie wiarygodnych procedur
selekcji roslin o zwigkszonej tolerancji na te czynniki stresowe jest bardzo istotne i moze
W znaczacy sposob ograniczy¢ straty plonowania oraz zwigkszy¢ areal uprawy
jeczmienia ozimego. Ze wzgledu na fakt, iz zar6wno mrozoodpornos¢ jak i odpornosé
na susz¢ sg cechami ztozonymi, warunkowanymi przez szereg genow o zroznicowanym
sposobie dziedziczenia i interakcjach, strategia piramidyzacji korzystnych genow wydaje
si¢ by¢ najbardziej odpowiednia. Jednak korzystny uktad wielu alleli lezacych u podtoza
odpornosci iloSciowej moze zosta¢ zaburzony wskutek rekombinacji w kolejnych
pokoleniach. Jedng z mozliwos$ci ominigcia tego problemu jest wykorzystanie technologii
podwojonych haploidow (ang. doubled haploids, DH), umozliwiajacej wyprowadzenie
catkowicie homozygotycznych linii z heterozygotycznego materialu w ciggu jednego
pokolenia. Inng korzys$cig wynikajacg z zastosowania technologii DH jest mozliwosé
znacznego poszerzenia zakresu zmiennosci badanych cech, wynikajaca z ekspresji alleli
recesywnych oraz nowych plejotropowych i epistatycznych interakcji migdzygenowych.

Celem projektu byla identyfikacja fizjologicznych, metabolomicznych i molekular-
nych podstaw adaptacji jeczmienia ozimego do temperatur mrozowych oraz suszy
glebowej. Poszerzenie wiedzy dotyczacej mechanizmow determinujgcych odpornosé
nasusz¢ i mréoz moze mie¢ istotne znaczenie dla uprawy tego gatunku w obliczu
dynamicznych zmian klimatycznych, postepujacej degradacji srodowiska naturalnego
oraz wymogow nowoczesnych, zrownowazonych i ekologicznych systeméw produkcji
rolnicze;j.

W badaniach wykorzystano linie DH jeczmienia ozimego, o istotnie roznej tolerancji
na mroz i susz¢ glebowa, wyprowadzone metoda androgenezy w kulturach pylnikowych,
z materiatow hodowlanych dostarczonych przez polskie spotki hodowlane. Wybrane
do badan, skrajnie zroznicowane linie DH postuzyty we wczesniejszych latach realizacji
projektu jako materiat do analiz proteomicznych, analiz zawarto$ci hormonow roslinnych
biorgcych udzial w reakcjach obronnych uruchamianych w odpowiedzi na stres oraz
analiz aktywnosci systemu antyoksydacyjnego. W roku 2018 badania zostaty uzupelione
o analizy profilu brasinosteroidéw oraz ekspresji genow potencjalnie zaangazowanych
W proces nabywania tolerancji na mroz oraz determinujgcych poziom tolerancji na suszg.

Analizy przeprowadzono w dwoch uktadach eksperymentalnych. W pierwszym, ze
wzgledu na fakt, iz tolerancja na mroz jest cechg indukowang pod wplywem
aklimatyzacji/hartowania do niskich temperatur, material do badan stanowily siewki
w fazie 3—4 lisci, umieszczone na okres 3 tyg. w 4/2°C (dzien/noc). Obiekty kontrolne
stanowity siewki rosngce w optymalnych warunkach termicznych (25/17°C, dzien/noc).
W drugim eksperymencie, analizy przeprowadzono na roslinach w fazie ktoszenia, po 3
tygodniu wzrostu w glebie o wilgotnosci wynoszacej 35% ppw. Jako obiekty kontrolne
wykorzystano rosliny rosngce w warunkach optymalnego nawodnienia (75% ppw).
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TEMAT BADAWCZY 1: ANALIZA ENDOGENNEJ ZAWARTOSCI BRASINOSTEROIDOW
(BR) — ZMIANY INDUKOWANE POD WPLYWEM HARTOWANIA I SUSZY GLEBOWE]

Analizy BR przeprowadzono wg zmodyfikowanej procedury Tarkowskiej 1 in. (2016)
metoda ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemowym
spektrometrem mas (UHPLC-MS/MS).

Bez wzglgdu na warunki wzrostu, w siewkach wszystkich badanych linii DH
jeczmienia ozimego wykazano jedynie obecnos¢ homokastasteronu (BR;,). Zawartos¢
BR|, byla istotnie uzalezniona od cech genotypowych i istotnie wyzsza w siewkach linii
DH wrazliwych na niskie temperatury. Jednak, tylko u linii DH o wyzszym poziomie
tolerancji na mrdz obserwowano istotny, prawie 2-krotny wzrost zawartosci tego BR pod
wplywem hartowania.

W ro$linach jeczmienia ozimego w fazie kloszenia $redni poziom BRj, byl prawie
5.-krotnie wyzszy w stosunku do poziomu zmierzonego w roslinach w fazie siewki.
Oprocz BR;, wykryto réwniez obecnos¢ kastasteronu (BR,), teasteronu (BRg) i po raz
pierwszy u roslin zbozowych — dolicholidu (BRj), jednakze poziom akumulacji tych BR
byt znaczaco nizszy. Poziom wszystkich zidentyfikowanych BR byt warunkowany
czynnikami o charakterze genotypowo-specyficznym. W wickszosci przypadkow deficyt
wody wywarl istotny wptyw na poziom akumulacji BR, a reakcja roslin byta zr6znico-
wana u linii DH o ré6znym poziomie tolerancji na susz¢. W warunkach ograniczonej
dostepnosci wody w podtozu, u wigkszos¢ wrazliwych na susze linii DH obserwowano
istotny wzrost zawarto$ci BRj,, BRg i BR;. Poziom tych BR pozostawal nie zmieniony
w przypadku linii DH lepiej tolerujacych deficyt wody w podtozu. I odwrotnie, linie DH
0 wyzszej tolerancji na susze¢ reagowaty wyraznym wzrostem zawartosci BR,, czego nie
obserwowano u linii DH bardziej wrazliwych na ten czynnik stresowy.

Podsumowujac uzyskane wyniki, w badanych liniach DH jeczmienia ozimego
wykazano specyficzny, zwigzany z faza rozwojowa profil BR, a poziom akumulacji tych
zwigzkow zwigzany byl z poziomem tolerancji na badane, abiotyczne czynniki stresowe.
Wykazano, iz zmiany zawarto$ci niektorych BR wydajg si¢ by¢ istotnie zwigzane
z poziomem odpornosci na mroz (homokastasteron) i susze (kastasteron). Natomiast
akumulacja innych BR (homokastatsteronu, teasteronu i dolicholodu) w reakcji na deficyt
wody moze stanowi¢ potencjalny marker identyfikujacy genotypy o wysokim poziomie
wrazliwos$ci na susze.

TEMAT BADAWCZY 2: ANALIZY MOLEKULARNE GENOW POTENCJALNIE
ZAANGAZOWANYCH W DETERMINACJE ODPORNOSCI NA MROZ I SUSZE

Selekcje wybranych do badan gendéw przeprowadzono na podstawie wynikoéw analiz
proteomicznych wykonanych w poprzednich latach realizacji projektu, opublikowanych
w pracach Gotgbiowska i in. (2017a,b). W eksperymencie analizujacym wplyw
hartowania na ekspresj¢ wybranych gendéw do analiz wybrano geny kodujace: elongation
factor 1 alpha (EFla), reduktaze Ferrodoksyna — NADP, biatko 14-3-3a,
B-fructofuranozydaze oraz biatka CBF4B i CBF2A. W eksperymencie dotyczacym mole-
kularnych podstaw odporno$ci jeczmienia ozimego na stres suszy analizowano poziom
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ekspresji genow kodujacych aktyne, transketolaze, peryplazmatyczng proteaze serynowa,
izomeraze triozofosforanows, gen groES kodujacy biatko z regionem ko-chaperonu oraz
gen pfam 14200 kodujacy lektyne (bialko ricin-type beta-trefoil lectin domain-like).

Analiza ekspresji wybranych genéw przeprowadzona technika ilosciowego RT—qPCR
wykazata zréznicowany poziom ekspresji pomiedzy liniami DH jgczmienia ozimego
zarowno w przypadku hartowania na mréz, jak i suszy glebowej. Jednakze obserwowane
zmiany poziomu ekspresji jedynie cze$ciowo wigzaly si¢ ze stopniem tolerancji
na badane stresy.

W przypadku hartowania na mréz wyraznie kontrastowaly ze sobg reakcje wrazliwej
na mroz linii DH575 oraz mrozoodpornej (a rownocze$nie nicodpornej na susze) linii
DH602. W przypadku wszystkich gendw poziom ich ekspresji byt statystycznie istotny,
aw przypadku trzech odwrotny byl kierunek obserwowanych zmian — u linii DH602
obserwowano hamowanie, a u linii DH575 wzrost poziomu ich ekspresji w porownaniu z
kontrolg. Reakcja pozostatych linii DH byta jednakowa, posrednia pomigdzy DH602
1 DH575. By¢ moze obserwowane wczesniej réznice w ich mrozoodpornosci wynikac
mogg z innych czynnikow, niezaleznych od zmian obserwowanych w zastosowanym
uktadzie doswiadczalnym. W przypadku linii DH534, ktéra jest zardwno mrozoodporna
jak 1 odporna na susz¢ mogloby to na przyktad wynika¢ z istotnej w obydwu stresach
mozliwosci zabezpieczania tkanek przed dehydratacja, ktora indukowana jest nie podczas
hartowania na mroz w temperaturach dodatnich lecz dopiero pod wpltywem mrozu.

W przypadku suszy poziom ekspresji wszystkich badanych genoéw obnizyt sig.
Co wiecej, u linii DH lepiej tolerujacych deficyt wody poziom ekspresji wickszosci
analizowanych gendéw (z wyjatkiem groES) ulegt silniejszemu obnizeniu niz u linii DH
wrazliwych na susze. Geny te nie sg bezposrednio zwigzane z tolerancja suszy, koduja
natomiast biatka uczestniczace w podstawowym metabolizmie komorkowym (proteaza
serynowa, izomeraza triozofosforandw) oraz potencjalnie zwigzane z transdukcja sygnatu
(gen pfam14200 kodujacy lektyne).

LITERATURA

Gote¢biowska-Pikania G., Kope¢ P., Surowka E., Krzewska M., Dubas E., Nowicka A., Rapacz M., Wojcik-
Jagla M., Malaga S., Zur 1. 2017 a. Changes in protein abundance and activity involved in freezing
tolerance acquisition in winter barley (Hordeum vulgare L.). J. Proteomics 169: 58 — 72.

Golebiowska-Pikania G., Kope¢ P., Suréowka E., Janowiak F., Krzewska M., Dubas E., Nowicka A.,
Kasprzyk J., Ostrowska A., Malaga S., Hura T., Zur 1. 2017 b. Changes in protein abundance and activity
induced by drought during generative development of winter barley (Hordeum vulgare L.) J. Proteomics
169: 73 — 86.

Tarkowska D., Novak O., Oklestkova J., Strnad M. 2016. The determination of 22 natural brassinosteroids
in a minute sample of plant tissue by UHPLC-ESI-MS/MS. Anal. Bioanal. Chem. 408: 6799 — 6812.

116



