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Cele projektu:

Wytypowanie na podstawie wstepnych obserwacji genotypow,
ktore wykazujg cechy tolerancyjnosci na niekorzystne warunKi
srodowiska t.] susze i wysokg temperature

Wytypowanie cech korzeni decydujgcych o wiekszej
odpornosci genotypow ziemniaka na susze glebowg

Charakterystyka budowy anatomicznej liscia ziemniaka w celu
zidentyfikowania zmian strukturalnych zachodzgcych pod
wptywem suszy i wysokiej temperatury.

Immunolokalizacja akwaporyn w lisciach ziemniaka w
warunkach suszy | wysokiej temperatury z zastosowaniem
mikroskopu elektronowego

Sprawdzenie czy wstepne traktowanie roslin ABA zwieksza
odpornosc roslin ziemniaka na obydwa stresy

Selekcja genow referencyjnych - takich, ktérych poziom
ekspresji nie zmieni si¢ w lisciach ziemniaka pod wptywem __=
suszy | wysokiej temperatury.

Wszystkie cele zostaty osiggniete, mierniki zrealizowane




Materiat i metody:

uprawa roslin ziemniaka w rekawach - wazonach wegetacyjnych,
doniczkach

ocena wskaznikdw morfologiczno-fizjologicznych roslin: masa lisci, masa
todyg, powierzchnia asymilacyjna RWC, SPAD, ocena fluorescenc;ji
chlorofilu, wielkosci i jakosci plonu roslin; ocena parametrow systemu
korzeniowego: swieza i sucha masa, stosunek root/sprout w
poczatkowym okresie rozwoju roslin

w celu przygotowania preparatow do mikroskopii Swietlnej zostata
zastosowana technika mrozeniowa oraz kriostat, testowano: czas
inkubacji materiatu w mieszaninie utrwalajgcej i rodzaj medium, w
ktorym materiat byt zamrazany w kriostacie oraz grubos¢ skrawkoéw

w ramach optymalizacji metody przygotowania preparatéw do
mikroskopii elektronowej testowano: czas utrwalania materiatu, sktad
mieszaniny utrwalajgcej oraz czas przesycania materiatu z zywica.
Indukowana susza przez zastosowanie PEG 6000 w hodowli roslin
ziemniaka in vitro, ilosSciowe oznaczanie aktywnosci ABA, analiza
proteomu

badano poziom ekspresji dziesieciu gendw HKG kodujgcych mRNA




Plon (g/rosline)

Zad. 1. Wybor nowych genotypdw ziemniaka o podwyiszonej tolerancyjnosci
na stresy abiotyczne, analiza cech morfologiczno-fizjologicznych oraz ocena
wielkosci i jakosci plonu.
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Badane genotypy

Najnizszy plon w warunkach stresu suszy i wysokiej temperatury obserwowano u genotypow: 18.0700;
18.0339; 18.0295; 18.0260; 18.0257; 18.0245; 18.0198; 18.0188; Najwyzszy w warunkach streséw
odnotowano dla nastepujgcych genotypow: 18.0357; 18.0293; 18.0176; 18.0329, 18.0372, 18.0164;
18.0173; 18.0208; 18.0366; 18.2597



Zad. 2. Badania zaleznosci miedzy czescig nadziemnga a systemem korzeniowym

Wskaznik root/sprout

roslin ziemniaka w warunkach suszy glebowej i wysokiej temperatury.
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Badane genotypy

Przyjmujgc wielko$¢ wskaznika ,,root/sprout, - stosunek masy korzeni do masy czesci
nadziemnej, jako miernik tolerancyjnosci roslin na stresy abiotyczne, po pierwszym roku badan
mozna wytypowaé jako najbardziej tolerancyjne nastepujgce genotypy: 18.0339, 18.0330,
18.0329, 18.0296, 18.0293 i 18.0162



Zad. 3. Analiza budowy anatomicznej lisci ziemniaka w warunkach suszy
i wysokiej temperatury z zastosowaniem mikroskopu swietlnego
oraz mikroskopu elektronowego.

W ramach optymalizacji metody przygotowania preparatéw do mikroskopii Swietlnej wybrano
wariant, w ktorym zastosowano: 4-godzinny czasu utrwalania materiatu, medium Cryomatrix
Clear do zamrazania w kriostacie oraz 10-um grubos$¢ skrawkéow.

W tym wariancie uzyskano najlepsze obrazy mikroskopowe, z zachowaniem ,ciggtosci”

warstwy komorek gornej i dolnej epidermy oraz prawidtowym utozeniem komodrek miekiszu
palisadowego i ggbczastego, bez wystepowania zaburzen w budowie strukturalne;.
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Przyktadowe obrazy z mikroskopu sSwietlnego przedstawiajgce przekroje poprzeczne
przez liscie ziemniaka, odmiany Oberon. Groty wskazujg na uszkodzenia tkanki w
wariantach otrzymanych podczas pierwszych etapdéw optymalizacji procedury
przygotowania materiatu do mikroskopii swietlnej (B)



Zad. 4. Immunolokalizacja akwaporyn w lisciach ziemniaka w warunkach suszy
i wysokiej temperatury z zastosowaniem mikroskopu elektronowego.

W ramach optymalizacji metody przygotowania preparatéw do mikroskopii elektronowej
wybrano wariant, w ktérym materiat utrwalano przez 4 godziny w mieszaninie aldehyddéw
(2 % paraformaldehyd i 0,5% aldehyd glutarowy), przesycanego w kazdym stezeniu zywicy
przez minimum 12 godz.

Przyktadowe obrazy z mikroskopu elektronowego przedstawiajgce przekroje poprzeczne przez liscie
ziemniaka, odmiany Oberon (A, D) i Gwiazda (B, C). W wariancie wybranym w ramach optymalizacji
otrzymano obrazy z dobrze zachowang $ciang i blong komdrkowa, ultrastrukturg komorek epidermy,
miekiszu palisadowego oraz ggbczastego oraz ultrastruktury chloroplastdw i mitochondriéw Groty
wskazujg na nieprawidtowag ultrastrukture chloroplastéw (D).



Zad. 5. Synteza i dystrybucja ABA w roslinach ziemniaka w odpowiedzi na stres
suszy i wysokiej temperatury.

W ramach optymalizacji metody przeprowadzenia doswiadczenia z indukowang suszg
wybrano wariant pozywki:1/2MS, agar 0,4%, sacharoza 3%. Czterdziestodniowe rosliny
nastepnie przeniesiono do pozywki ptynnej na 72h, stres indukowano przez zastosowanie
PEG 6000. Analizowano nastepujgce kombinacje: Kontrola: pozywka ptynna 1/2MS, susza:
1/2MS, 10% PEG 6000, susza I: 1/2MS, 10% PEG 6000, 50uM ABA, kontrola 2: 1/2MS,
50uM ABA. Doswiadczenie prowadzono dla dwdch odmian ziemniaka: Gwiazda i Oberon

Gwiazda

K ABA PEG PEG+ABA K ABA PEG PEG+ABA

Po 72h najwiekszg rdznice wizualng obserwowano u odmiany Gwiazda w kombinacji
zawierajgcg PEG i ABA.



Zad. 6. Analiza metabolitow, enzymow oraz poziomu ekspresji wybranych
genow jako markerdw tolerancyjnosc roslin ziemniaka na susze glebow3g i
wysoka temperature.

Badane geny:

Czynnik elongacji 1a (efl1a),

aktyna (act),

tubulina (tub),

dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (gapdh),
fosforybozylotransferaza adenylowg (aprt),

60S biatko rybosomalne L8 (/8),

Cullina 3A (cul3),

oksydaza cytochromowg 1 (cox)
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cyklofilina (cyc).
10. 185 RNA

Stabilnos¢ eksprsji genow oceniona na podstawie analizy wartosci

pomocg narzedzia RefFinder

Rys 1. Zakres zmian wartosci Cqg badanych gendw.
Prostokaty oznaczajg zakres w ktorym miesci sie 95%
wartosci Cq dla danego genu, a stupki btedu wyznaczaja
wartosci minimalne i maksymalne.
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Poziom ekspresji mRNA genu rab18 w roslinach ziemniaka odmiany tolerujgcej
(Gwiazda) i podatnej (Oberon) uprawianych w temperaturze pokojowej (21°C) i

w warunkach stresu termicznego (38°C).

Ekspresjarabl18

Gwiazda
Rysunek 2 i tabela 1. 10000 ~HE 21°C  mm 38°C
Wartosci podane na osi Y i @ 10004
w  kolumnie  Ekspresja @ 100
oznaczaja ile razy wiecej 2
mRNA genu rab18 byto w by 7
roSlinach nie podlewanych w1
(susza) w poréwnaniu do 01T T ! 0
roslin podlewanych Dni
(kontrolnych).
Gwiazda Oberon
Dni 21°C 38°C 21°C 38°C
Expresja | SD (+/-) | Expresja | SD(+/-) | Expresja | SD(+/-) | Expresja | SD (+/-)
1 215,37 | 136,71 5,70 4,36 40,25 40,79 58,40 33,46
3 0,13 0,01 0,19 0,02 865,03 | 26694 66,80 578
6 1,50 0,07 0,16 0,15 2,01 0,38 1,17 0,06
9 0,43 0,02 0,54 0,69 3,89 0,26 7,10 10,26
12 5,45 0,28 2,28 1,35 17,49 0,79 2,09 0,34

Oberon
100007 mm 21°C mm 38°C
1000
100
104
l_
1 3 6 9 12
Dni
Tabela 2. Ekspresja mRNA rabl8 w

ro$linach odmiany Oberon w stosunku do
ekspresji tego genu w odmianie Oberon.

dni 21°C 38°C
1 0,2 10,3
3 6706,2 346,4
6 1,3 7,4
9 9,1 13,2
12 3,2 0,9

Optymalnymi genami referencyjnymi do normalizowania poziomu ekspresji genow
indukowanych przez stresy suszy i wysokiej temperatury sg geny eFla oraz APRT.

Stres suszy indukuje ekspresje genu RAB18 w wyzszym stopniu niz stres termiczny

Poziom ekspresji genu RAB19 jest generalnie wyzszy u odmiany Oberon, ale jej szczyt
wystepuje pdzniej niz u odmiany Gwiazda.



