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Cele prowadzonych badan

Susza jest jednym z gtownych streséw ogra-
niczajacych produktywnos¢ roslin uprawnych,
w tym buraka cukrowego na calym S$wiecie,
ale takze w warunkach klimatycznych Polski.
Plony buraka cukrowego obnizaja si¢ w Europie
w warunkach tego stresu od 15 do 30% (Pidge-
on i in., 2001). Nawadnianie plantacji burakow
jest nieekonomicznie z powodu zmniejszaja-
cych si¢ zasobow dostepnej wody. Podwyzszenie
plonowania burakow cukrowych w warunkach
okresowych niedoboréw wody mozna uzyskac
poprzez wprowadzenie do uprawy odmian
o podwyzszonej tolerancji na ten stres. Uzyska-
nie takich odmian metodami tradycyjnej hodow-
li jest pracochtonne i dlugotrwale poprzez fakt,
ze odpowiedz ro$lin na deficyt wody jest regulo-
wana przez wiele genow, co wigze si¢ ze zmianami
wielu cech biochemicznych czy fizjologicznych
(Ober i Rajabi, 2010). Dlatego poznanie cech
morfologiczno-fizjologicznych, ktoére sa powia-
zane z tolerancjg buraka na niedobor wody moze
pozwoli¢ na uzycie ich jako kryteriow selekcji
w programach hodowlanych. Dotychczas opisa-
no rézne mechanizmy tolerancji na susz¢ u kilku
gatunkéw roslin uprawnych. Jednakze, w litera-
turze naukowej brak jest informacji dotyczacych
réznic pomiedzy genotypami bardziej 1 mniej
tolerancyjnymi na susz¢ u buraka cukrowego
na poziomie fizjologicznym i molekularnym.

Dlatego tez celem =zaplanowanych badan
bylo wyselekcjonowanie genotypoéw buraka
cukrowego skrajnie roznigcych si¢ odpowiedzia
na stres suszy, a nast¢pnie powigzanie reakcji

fizjologicznej z ttem genetycznym, oszacowanie
polimorfizmu DNA i cech fenotypowych, a takze
wytypowanie gendéw ulegajacych zroéznicowane;j
ekspresji w wybranych genotypach buraka cukro-
wego. Wszystkie zalozone cele zadania na lata
20142016 zostaty osiagnigte.

Materialy i metody

Badania prowadzono na 11 genotypach
buraka cukrowego bedacych homozygotycz-
nymi liniami meskoptodnych zapylaczy (linie
podwojonych haploidéw — DH) oraz 1 mesko-
ptodne;j linii dopetniajacej typu O bedacej niepet-
ng homozygota. Nasiona 12 genotypoéw uzyskano
dzigki uprzejmosci Kutnowskiej Hodowli Buraka
Cukrowego Sp. z 0. 0. w Straszkowie. Badania
polowe przeprowadzono dwukrotnie dla wybra-
nych genotypow.

Uprawg burakow cukrowych prowadzono
pod ostonami (w odpowiednio przygotowanych
namiotach foliowych) w warunkach polowych
w KHBC w Straszkowie, z kontrolowanym,
automatycznym nawadnianiem oraz w szklarni
SGGW w wazonach Wagnera. W szklarni rosli-
ny traktowane suszg podlewano do 30% KPW
(kapilarnej pojemnosci wodnej), a kontrolne
do 60% KPW. Pomiar cech morfologiczno-fi-
zjologicznych wykonano dwukrotnie po 30 i 45
dniach od momentu traktowania roslin susza.
Rosliny traktowane susza w warunkach polo-
wych poczatkowo nawadniano tak samo jak rosli-
ny kontrolne, a nastgpnie po dwdch miesigcach
od wschodow catkowicie wytaczano nawadnianie
na okres trzech miesigcy. W czasie indukowane;
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suszy glebowej trzykrotnie, co miesigc, wykonano
na roslinach obu kombinacji pomiary cech morfolo-
gicznych i fizjologicznych.

Analizowano cechy morfologiczne i fizjolo-
giczne takie jak: stopien wiednigcia lisci, wzgled-
ng zawarto$¢ wody w lisciach (RWC), specyficzna
masg lisci, wspotczynnik ,,sukulentno$ci”, wzgled-
ng zawartos¢ chlorofilu i flawonoidoéw, wskaz-
nik dlugotrwatosci powierzchni lisci tanu, (LAI),
stopien absorpcji $wiatta z zakresu fotosyntetycz-
nie aktywnej radiacji (PAR), parametry fluore-
scencji chlorofilu @ w lisciach adaptowanych
w ciemnosci i zaadaptowanych do aktualnego natg-
Zenia napromieniowania z zastosowaniem testu JIP,
pomiar potencjatu osmotycznego liSci. Na podsta-
wie Srednich ze wszystkich terminéw pomiarow
wyliczano wskaznik tolerancji poszczegdlnych
genotypow na susz¢ (DTI — ang. drought tolerance
index) oddzielnie dla kazdej z badanych cech stosu-
jac wzor: DTI = (Ys/Yk)/(Srednia Xs/$rednia Xk);
Ys — $rednia warto$¢ cechy dla danego genotypu
w warunkach suszy; Yk — $rednia warto$¢ cechy
dla danego genotypu w warunkach optymalnego
nawadniania; Srednia Xs oraz $rednia Xk — Srednia
warto$¢ cechy dla wszystkich genotypdéw w warun-
kach suszy ($rednia Xs) lub optymalnego nawad-
niania ($rednia Xk).

Analiz¢ polimorfizmu DNA dla wybranych
5 genotypéw buraka cukrowego rdéznigcych sie
skrajnie reakcja na susz¢ przeprowadzono przy
uzyciu techniki RAPD (za Cholyj i in. 2014).
Produkty RAPD byty analizowane w oparciu o ich
obecno$¢ (1) lub brak (0) u poszczegélnych geno-
typoéw. Do oszacowania dystansu genetycznego
wykorzystano program POPGENE (Nei 1972, Nei
1978). Analize transkryptoméow dwoch podwojo-
nych haploidéw skrajnie réznigcych sie tolerancja
na susz¢ i rosngcych w warunkach optymalnych
lub z deficytem wody przeprowadzono metoda
sekwencjonowania bibliotek ¢cDNA — RNAseq
(ustuga obca).

Wyniki

U roslin traktowanych susza wartosci wspot-
czynnikow wiedniecia wskazywaty na utrate
turgoru liSci najstarszych i czesci wyrosnietych.
Wspotczynnik wigdniecia zmieniat si¢ pod wpty-
wem suszy w sposob zalezny od rodzaju genotypow
buraka cukrowego, a genotypy charakteryzujace
si¢ wigksza tolerancja na ten stres wolniej tracity
turgor lisci, gdyz wskaznik ten byt ujemnie skore-
lowany z suchg masg korzeni i catej rosliny oraz
z plonem korzeni. Wraz ze znacznym podwyzsze-
niem stopnia wigdniecia lisci wzgledna zawartosé¢
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wody w lisciach wyro$nigtych w mniejszym stop-
niu obnizata si¢ pod wpltywem suszy, ale warto-
$ci wspotezynnikow korelacji wyliczone dla RWC
i suchej masy roslin lub plonu korzeni byty istotne
statystycznie. W obu doswiadczeniach (szklarnio-
wym i polowym) obserwowano znaczne obnizenie
potencjatu osmotycznego lisci pod wptywem suszy.
Stopien obnizenia potencjatu osmotycznego w reak-
cjinaniedobor wody byt zréznicowany genotypowo,
ale gdy rosliny uprawiano pod namiotami foliowy-
mi nie stwierdzono korelacji pomigdzy ta cecha
a plonem korzeni. Stwierdzono réwniez ujemng
korelacje pomiedzy SLW i wspotczynnikiem suku-
lentnosci a plonem korzeni. U roslin traktowanych
susza obserwowano wyrazne obnizenie akumula-
cji suchej masy, powierzchni blaszek lisciowych
i wskaznika stopnia ulistnienia (LAI). Dodatkowo
reakcja genotypow na niedobor wody w przypadku
tych cech fizjologicznych byla znacznie zrdznico-
wana. Stwierdzono rowniez istotng statystycznie
dodatnig korelacje pomigdzy powierzchnig aparatu
fotosyntetycznego, a wzrostem ro$lin czy plonem
korzeni. Rosliny optymalnie nawadniane charak-
teryzowaly si¢ srednimi wartosciami LAI okoto
3, a rosngce w warunkach suszy w granicach 2,
co negatywnie wptywalo na absorpcje PAR przez
aparat fotosyntetyczny. Maksymalna kwantowa
wydajnos¢ PSII w bardzo niewielkim stopniu obni-
zata si¢ pod wpltywem niedoboru wody u roslin
uprawianych w namiotach foliowych, ale wyraz-
ne negatywne zmiany obserwowano, gdy susza
traktowano mtodsze rosliny uprawiane w szklar-
ni. Obserwowano rowniez podwyzszenie wartosci
fluorescencji minimalnej w wyniku oddzialywa-
nia suszy, obnizenie F_, a takze znaczne obnizenie
warto$ci pola powierzchni nad krzywa fluorescen-
cji oraz obnizenie warto$ci parametru F /F .

U roélin traktowanych suszg plon korzeni byt
obnizony o okoto 40% w poréownaniu do kontro-
li. Ponadto stwierdzono bardzo duze zrdznicowa-
nie genotypowe plonu korzeni w reakcji na susze.
Zawartos¢ sacharozy w korzeniach spichrzowych
byta tylko nieznacznie podwyzszona w reakcji
na niedobor wody, a zawartos¢ sodu i potasu zbli-
zona u ro$lin traktowanych susza i optymalnie
nawadnianych. Pod wptywem suszy obserwowa-
no natomiast znaczne podwyzszenie zawartosci
azotu a-aminowego. Cecha ta charakteryzowala sig
duzym zroznicowaniem genotypowym oraz byta
ujemnie skorelowana z plonem korzeni.

Analiza roéznic pomiedzy  maksymalng
i minimalng wartoscig wspotczynnikdéw tolerancji
na susze (DTI) wskazuje, ze najwigksze zrdznico-
wanie genotypowe w reakcji na susz¢ obserwowano
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dla LAI absorpcji PAR, potencjalu osmotyczne-
go, NBI (wspotczynnik metabolizmu azotu), ETR
(szybkos$¢ transportu elektrondw), czasu pomiedzy
F, 1 F_, wspotczynnika wydajnosci PSII, plonu
korzeni oraz zawarto$ci sodu i azotu a-aminowe-
go w korzeniach (tab. 1). Analiza warto$ci wspot-
czynnikoéw tolerancji na susze wyliczonych dla
wszystkich cech morfologicznych i fizjologicz-
nych wskazata, ze potencjalnie najwyzsza toleran-
cja na susz¢ charakteryzuja si¢ genotypy 9 i 10, a
nizsza genotypy 111 12.

Do wstgpnego oszacowania polimorfizmu
na poziomie DNA pomigdzy 5 genotypami (r6znig-
cymi si¢ skrajnie reakcjg na susze oraz linig O)
wykorzystano technike RAPD (ang. Rando-
mly Amplified Polymorphic DNA). Sposrod
158 uzytych starterow, pomimo ze byly wybra-
ne na podstawie wczesniejszych badan z innymi
genotypami buraka, tylko 55 generowato produkty
polimorficzne, 7 — produkty monomorficzne, 7 nie
dato zadnych produktéw oraz 89 dalo produkty
niestabilne lub nieostre. W reakcjach ze starterami
generujacymi produkty polimorficzne pomiedzy
genotypami uzyskiwano od 1 do 11 produktow.
Dhugos¢ amplifikowanych produktow wynosita
od ok. 400 do 3000 pz. Ogdtem przy uzyciu 55 star-
terow generujgcych fragmenty DNA polimorficzne
zidentyfikowano dla 5 genotypow 274 loci (tacznie
948 produktéw PCR), z ktorych 196 stanowi loci
polimorficzne (71,53%). Na podstawie uzyskanych
danych obliczono warto$¢ genetycznego dystansu,
ktora wahata si¢ od 31,98 do 51,33%. Podobien-
stwo genetyczne dla dwoch skrajnie rdéznigcych si¢
reakcja na suszg genotypow 9 i 12 wyniosto 65%.
Wartos¢ dystansu genetycznego pomiedzy badany-
mi formami buraka zawiera si¢ w przedziale warto-
$ci uzyskiwanych wczesniej w innych badaniach
(Chotyj i in., 2014).

Lacznie w trakcie trzy letnich badan
przeanalizowano produkty PCR generowane
przez 311 starterow RAPD. Sposrod nich udato sie
wyselekcjonowa¢ 30 starteréw, ktore generowaty
produkty jednoczesnie u obu form tolerancyjnych
albo u obu form wrazliwych (wybranych we
wczesniejszych badaniach na podstawie cech
fizjologicznych 1 morfologicznych). Gléwnym
kryteriumwyboru 30 starteréw z311 bylo pojawienie
si¢ produktu polimorficznego jednoczesnie i
tylko u obu form tolerancyjnych, natomiast u obu
form wrazliwych nie lub odwrotnie. Wsroéd 30
analizowanych starteréw 26 zachowato swoje cechy
tj generowato produkty PCR w sposob powtarzal-
ny. Wérdd 26 starterow generujacych produkty
polimorficzne mozemy wyréznic¢ 2 grupy: GRUPA

1 — startery, ktore generuja produkty PCR u form
tolerancyjnych a u wrazliwych nie lub odwrotnie
(uktad 1/0), GRUPA 2 — startery, ktdre generuja
produkty PCR u wszystkich genotypow, ale r6znig-
ce si¢ ilosciag danego produktu PCR pomiedzy
formami tolerancyjnymi i wrazliwymi. W sumie 26
starterow wygenerowalo 31 roznic pomiedzy bada-
nymi formami.

Do analizy sekwencjonowania transkryptomow
(RNAseq) wybrano dwa genotypy 9 i 12 buraka
cukrowego sposrod badanych form na podstawie
ich reakcji w warunkach suszy w uprawie polowe;.
Wybrano genotypy najbardziej i najmniej tole-
rancyjne na susz¢. Geny, ktorych log, krotnosci
zmiany (ang. log, fold change) poziomu ekspresji
pomiedzy dwoma genotypami w danych warun-
kach wynosil co najmniej 1,5 a wspotczynnik
FDR (ang. False Discovery Rate) byl ponizej 0,05
(FDR < 0,05) zostalty uznane za ulegajace istot-
nej roznicowej ekspresji. Najwigcej genow ulegato
zroéznicowane] ekspresji w genotypie wrazliwym
(12) pomigdzy warunkami kontrolnymi i suszy
(1905+1206), najmniej gendow (9814+232) o zrdzni-
cowanej ekspresji stwierdzono poréwnujac warun-
ki kontrolne i suszy dla genotypu tolerancyjnego
(9). Zidentyfikowano geny, ktoére charakteryzo-
waly si¢ najwickszym podwyzszonym poziomem
ekspresji tylko w lisciach burakéw tolerancyjnych
rosngcych w warunkach suszy. Geny te potencjal-
nie moga by¢ zwigzane z podwyzszong tolerancja
genotypu 9 na susze. Wsrod tych genow specyficz-
nych dla genotypu 9 znalazly si¢ migdzy innymi
geny o nieznanej funkcji (4), gen zwigzany z prze-
kazywaniem sygnalu etylenowego, gen zwigzany
z transportem hormonow, w tym ABA oraz gen
zwigzany z katabolizmem ABA. Kwas abscysyno-
wy jest hormonem indukowanym mig¢dzy innymi
podczas stresu suszy i jego czasowe podwyzszone
stezenie pozytywnie wplywa na obrong rosliny
przed tym stresem.

Zidentyfikowano réwniez geny o obnizonym
poziomie ekspresji tylko w genotypie tolerancyj-
nym w warunkach suszy wzgledem genotypu wraz-
liwego. Geny te potencjalnie moga by¢ zwigzane
z podwyzszong tolerancjg genotypu 9 na susze.
Wsréd tych gendow znalazly sie miedzy inny-
mi geny kodujace ekspansyny lub biatka podob-
ne do ekspansyn, a takze kodujace inne enzymy
zwigzane z rearanzacjg Scian komorkowych. Inng
grupe genow stanowia geny kodujace czynniki
transkrypcyjne. Czynniki transkrypcyjne to biatka
majace zdolnos$¢ wigzania si¢ do obszardéw regula-
torowych genow i w ten sposéb mogace wplywac
na zmiang ekspresji innych genow, hamowac ja lub
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aktywowac. Wsrod tej grupy genow zidentyfikowa-
no rowniez gen kodujacy S-transferaze glutationu
(GST), ktora jest enzymem zwigzanym z utrzyma-
niem homeostazy redoks i chroni komoérki przed
stresem oksydacyjnym.

Szczegdlowa funkcja wymienionych genow
jak 1 pozostatych zidentyfikowanych (znanych
i nieznanych) dzieki sekwencjonowaniu transkryp-
tomoéw dwoch form buraka cukrowego powinna
by¢ potwierdzona/poznana w odpowiedzi buraka
cukrowego na stres suszy.

Whioski

1. Najlepszymi wskaznikami fenotypowymi tole-
rancji buraka cukrowego na susze¢ wydajg si¢
by¢ przede wszystkim stopien obnizenia LAI,
absorpcji PAR oraz plon korzeni. Tendencje
zmian cech morfologicznych 1 fizjologicz-
nych w reakcji na susz¢ byty w doswiadcze-
niach polowym i szklarniowym zblizone, cho¢
stopien obnizenia czy podwyzszenia danej
cechy byt zréznicowany.

2. Aparat fotosyntetyczny buraka cukrowego
jest stosunkowo odporny na sama dehydra-
tacje, dopiero gdy dodatkowo jest narazony
na oddziatywanie wysokiego nat¢zenia napro-
mieniowania i temperatury dochodzi do jego
fotoinhibicji, dlatego maksymalna wydajnosé¢
kwantowa PSII nie jest uzytecznym parame-
trem oceny jego tolerancji na susze.

3.  Warto$¢ podobienstwa genetycznego pomig-
dzy skrajnie r6znigcymi si¢ reakcjg na susze
formami wyniosta 65% i jest to wysokie pokre-
wienstwo w obrebie genotypdéw buraka cukro-
wego, ale typowe w odniesieniu do danych
literaturowych.

4. Geny zidentyfikowane jako te, ktore ulegaja
specyficznie zmiennej ekspresji charaktery-
stycznej dla genotypu tolerancyjnego w warun-
kach suszy stanowig swoisty wzor mogacy
ufatwi¢ selekcjonowanie genotypoéw toleran-
cyjnych buraka cukrowego na susze¢, jednak-
ze dalsze szczegdlowe badania sa niezbedne
w tym zakresie.

Osiagniecia projektu

1. Na podstawie trzyletnich badan dotycza-
cych wplywu suszy na ksztattowanie si¢
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cech morfologiczno-fizjologicznych burakow
cukrowych wytypowano dwa genotypy rodzi-
cielskie (podwojone haploidy) o podwyzszonej
tolerancji na susze (nr 9 i 10) oraz dwa charak-
teryzujace sie (nr 11 i 12) wieksza podatnoscia
na ten stres. Genotypy o podwyzszonej tole-
rancji buraka cukrowego moga by¢ wiaczone
do programéw hodowlanych przez KHBC,

natomiast wszystkie wskazane genotypy
s3 cennym materiatem do badan nad tolerancjg
na suszg.

2. Wytypowano cechy fenotypowe, za pomo-

cg ktorych mozna selekcjonowac genotypy
buraka cukrowego o podwyzszonej tolerancji
na susze.

3. Wytypowano 26 starteréw RAPD, ktore moga

postuzy¢ w przysztosci do selekcji genotypow
buraka cukrowego tolerancyjnych na suszg.
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Tabela 1.

Wybrane wskazniki tolerancji na susze¢ (DTI) wyliczone dla badanych cech morfologiczno-fizjologicznych, parametrow
fluorescencji na podstawie Srednich dla poszczegélnych genotypow z 2 terminéw pomiaréw oraz parametréow plonu
na podstawie Srednich z 4 powtérzen.

Genotyp  LAI PAR E;’r; NBI ETR dCOZ;i PI kfﬁ;’;’ni Zawljg"éé ZaW;m“
1 0,92 0,88 0,95 1,06 1,07 1,07 1,14 1,00 1,95 1,49
2 0,79 0,82 0,93 11 1,07 0,99 1,09 1,09 2,46 0,92
3 0,72 0,79 0,97 1,05 1,12 1,19 0,84 0,52 0,70 1,14
4 1,03 0,98 0,97 126 131 0,95 0,94 0,92 0,50 0,83
5 0,88 1,03 0,91 0,87 1,16 1,18 0,78 0,93 1,23 0,93
6 0,84 1,02 0,91 0.83 1,00 1,00 1,41 0,92 1,06 1,01
7 1,09 1,09 1,10 0,94 1,13 1,13 0,97 1,19 0,96 1,12
8 1,18 1,18 1,17 0.85 1,19 1,26 0,94 0,89 1,01 1,17
9 1,37 1,23 131 1,17 1,08 0,73 1,01 1,73 0,54 0,80
10 1,53 1,24 1,18 1,14 0,99 1,00 135 136 0,52 0.47
1 0,72 0,75 0,83 0,83 0,49 1,00 0,96 0,83 1,20 1,14
12 0.85 0,91 0,83 1,07 0,82 0,81 0,81 0,67 0,91 136

Max-min 0,81 0,49 0,48 0,43 0,82 0,53 0,63 1,21 1,96 1,02
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