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2. Kierownik zadania (imig, nazwisko, tytul lub stopien naukowy, adres do korespondencji, telefon bezposredni i do
sekretariatu jednostki organizacyjnej zatrudniajqcej kierownika zadania, e-mail kierownika; telefon do oraz dane osoby,

z ktérq mozna sie kontaktowaé w razie nieobecnosci kierownika zadania) Dominika Boguszewska—Maﬁkowska, dr,
IHAR-PIB, Oddziatl w Jadwisinie, Jadwisin, ul. Szaniawskiego 15, 05-140 Serock, tel / fax
604124829, (22)7826620 w.108, dboguszewska@gmail.com Osoby, z ktorymi mozna si¢
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D. OPIS ZADANIA

1. Cele zadania

Lp. | Cel Czy cel zostat zrealizowany
(tak/niet/czesciowo?)
1 Wytypowanie na podstawie wstepnych obserwacji tak
genotypow, ktore wykazuja cechy tolerancyjno$ci na
niekorzystne warunki $rodowiska t.j susz¢ i wysoka
temperature
2 Wytypowanie cech korzeni decydujacych o wigkszej tak
odpornosci genotypow ziemniaka na susze¢ glebowa
3 Charakterystyka budowy anatomicznej liScia ziemniaka w tak
celu zidentyfikowania zmian strukturalnych zachodzacych
pod wplywem suszy i wysokiej temperatury.
4 Immunolokalizacja akwaporyn w liSciach ziemniaka w tak
warunkach suszy i wysokiej temperatury z zastosowaniem
mikroskopu elektronowego
5 Celem Zadania 5 bedzie sprawdzenie czy wstepne tak
traktowanie ros§lin ABA zwigksza odpornos¢ roslin
ziemniaka na obydwa stresy
6 Selekcja genow referencyjnych tak

1 Jedli dotyczy — prosze opisaé pod tabela, w jakim stopniu cel zostat osiagnigty i podaé przyczyny
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2. Harmonogram realizacji zadania

Lp.

Nazwa tematu badawczego

Termin rozpoczgcia —
zakonczenia realizacji
tematu badawczego w
miesigcach od rozpoczecia
realizacji zadania

Przewidywane
koszty realizacji
tematu
badawczego

Wybdr nowych genotypow ziemniaka o podwyzszonej

tolerancyjnosci na stresy abiotyczne, analiza cech

morfologiczno-fizjologicznych oraz ocena wielkosci i jakos$ci

plonu

e  Wstepna selekcja materiatu do badan w warunkach
polowych

e Ocena cech morfologiczno-fizjologicznych roélin oraz
plonu (do$wiadczenie szklarniowe),

1-12

90 000

Badania zalezno$ci migedzy czgsécia nadziemna a systemem

korzeniowym ro§lin ziemniaka w warunkach suszy glebowej i

wysokiej temperatury

e  Analiza systemu korzeniowego duzej puli genotypow,
okreslenie stosunku root/sprout

1-12

60 000

Analiza budowy anatomicznej lisci ziemniaka w warunkach

suszy i wysokiej temperatury z zastosowaniem mikroskopu

$wietlnego oraz mikroskopu elektronowego

e  Optymalizacja metody przygotowania preparatow
mikroskopowych z wykorzystaniem m .in. techniki
mrozeniowej i kriostatu. Prowadzenie obserwacji
mikroskopowych (mikroskop §wietlny) w celu
weryfikacji zastosowanej metody.

1-12

30 000

Immunolokalizacja akwaporyn w liSciach ziemniaka w

warunkach suszy i wysokiej temperatury z zastosowaniem

mikroskopu elektronowego

e  Optymalizacja metody przygotowania materiatu do
mikroskopii elektronowej

1-12

30 000

Dystrybucja ABA w ro$linach ziemniaka w odpowiedzi na
stres suszy i wysokiej temperatury
e Optymalizacja metod i warunkéw do$wiadczenia

1-12

60 000

Analiza metabolitow, enzymow oraz poziomu ekspresji
wybranych genoéw jako markerow tolerancyjnosc¢ roslin
ziemniaka na susz¢ glebowa i wysoka temperature

e  Optymalizacja metod i warunkow do$wiadczenia

1-12

130 000

Razem

400 000

3. Opis tematow badawczych

3. 1. Temat badawczy 1 Wybdr nowych genotypdw ziemniaka o podwyzszonej tolerancyjno$ci na
stresy abiotyczne, analiza cech morfologiczno-fizjologicznych oraz ocena wielkosci i jakosci plonu

Cel tematu badawczego: Celem zadania jest wytypowanie na podstawie wstepnych obserwacji
genotypow, ktore wykazuja cechy tolerancyjnos$ci na niekorzystne warunki srodowiska t.j susze

i wysokg temperature

Materialy i metody (opisa¢ jak w publikacji)

Hodowla Ziemniaka Zamarte Sp. z. 0.0. w sezonie wegetacyjnym 2021 przekazata wstgpnie
wyselekcjonowane genotypy, ktore wykazywaty wysoki potencjat plonotworczy i charakteryzowaly si¢
dobra jakoscia bulw (plytkie oczka, gltadka skorka) i brakiem lub niewielkim udziatem w plonie bulw z
wadami charakterystycznymi dla stresow abiotycznych (spekania, znieksztalcenie, zdrobnienia,
dzieciuchowato$¢). Do otrzymanych genotypdéw dotgczono odmiany wzorcowe (wczesniej przebadane
w IHAR-PIB Oddziat Jadwisin pod katem odpornosci na stresy abiotyczne).

Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach hali wegetacyjnej. Potowa roslin rosta w hali
wegetacyjnej bez przykrycia, gdzie panowaty naruralne warunki $rodowiska, druga potowa roslin w
szklarni, w ktorej temperatura powietrza byta wyzsza. Dwa tygodnie przed wysadzeniem sadzeniaki
poddano zabiegowi pobudzania, a nast¢pnie wysadzano je do rgkawdw o wymaiarach: srednicy @ 25cm
1 wysokos$ci 25¢m, na glebokos¢ 5-6 cm.




Wazony wypelione zostaly uniwersalnym podtozem warzywnym (producent ,,Hollas™), ktore
produkowane jest na bazie stabo i silnie roztozonego torfu wysokiego z dodatkiem kredy,
wzbogaconego o naw6z wielosktadnikowy (NPK 14:16:18), z dodatkiem mikroelementow. Wskaznik
pH substratu warzywnego miescil si¢ w przedziale 5,5-6,5. Zawartos¢ makro- i mikroelementow
uzupetniano mieszankg wielosktadnikowa YaraMila Complex. Rekawy ustawiane byly bezposrednio
na podtozu kompleksu szklarniowego.

Bulwy wysadzono 14.05.2021. Wysadzono po 12 roslin kazdego genotypu. Rosliny zaopatrywane w
wwodg byly za pomoca nawadniania kroplowego. W dniach 29.06.21 — 8.07.21 potowa roslin poddana
byla stresowi suszy (ro$liny nie byly podlewane w tym czasie) oraz wysokiej temperatury (wrota
szklarni zostaly zamknigte — maksymalna temp 42°C). Temperatura i wilgotnos¢ powiertza
monitorowan byla za pomoca termohigrografu. 08.07.21 przywrécono podlewanie oraz otworzono
wszyskie drzwi szklarni. Po zakonczeniu dziatania stresu analizowano nastepujace parametry: wysokos¢
ro$lin, stosunek lisci do todyg, powierzchnia asymilacyjna, temperatura tanu, parametry fluorescencji
chlorofilu, zmiany zielonosci lisci, wigdniecie i regeneracje roslin.

Postugiwano si¢ nastepujaca skala wiedniecia:

9 — zupelny brak wiednigcia

7 — tylko dolne liscie zwiednigte

5 — mniej niz potowa rosliny zwigdnigta

3 — tylko wierzchotek niezwiedniety

2,5 —ro$lina zwigdnicta tacznie z wierzchotkiem

2 — cata roslina zwiednigta, dolne liscie suche

1,5 — suche liScie rowniez w wyzszych partiach rosliny

1 — tylko wierzchotkowe liscie zielone

0,5 — tylko todygi zielone

Po zakonczeniu suszy przywrocono optymalne zaopatrzenie ro$lin w wodg¢ utrzymujac je do
naturalnego zakonczenia wegetacji. Dokonywano rowniez obserwacji cze$ci nadziemnej rosliny,
postugujac si¢ skalg regeneracji (Boguszewska i in., 2010).

9 - roslina zielona, pelny turgor,

7 — wiecej niz potowa rosliny w petni zielona i w turgorze, dolne liScie zolte,

5 — potowa rosliny w pelni zielona i w turgorze, potowa lisci zotta,

3 — tylko wierzchotek zielony, pozostate partie rosliny zotte, zwiednigte lub zaschnigte,

1 — zz6tkniete wszystkie liscie, dolne liScie suche.

Na koncu sezonu wegetacyjnego tj. we wrzesniu 0Ceniono rowniez wielkos$¢ plonu jego strukture oraz
udziat wad bulw t.j. spekania, deformacje.



Wyniki, dyskusja i wnioski:

Okreslenie stopnia odpornosci roslin (lub jej braku) w stosunku do czynnika stresowego np.
suszy glebowej czy wysokiej temperatury jest warunkiem wyboru odpowiedniej metody i czasu
oceny. Przy ocenie plonu ziemniaka istotne jest rowniez wyeliminowanie odmian, rodow z
bulwami zdeformowanymi oraz spgkanymi pod wptywem niedoborow wody (Boguszewska-
Mankowska, 2016). W badaniach uczestniczyto 50 nowych rodow ziemniaka o nieznanej
tolerancyjno$ci na stres suszy i wysokiej temperatury.

W warunkach kontrolnych masa liSci $rednio dla wszystkich badanych genotypow wynosita
196g, masa todyg 137g, powierzchnia asymilacyjna 2977 ¢cm? W waruknach stresu suszy
i wysokiej temperatury wartoéci te wynosity odpowiednio 80,5g; 93,49 oraz 1840 cm?.
Najmniejszg  powierzchnig asymilacyjng w  warunkach  wystgpujacych  stresow
charakteryzowaly si¢ genotypy 18.0295; 18.0285; 18.0219; 18.0198; 18.0292. Najwigksza
powierzchni¢ pod wptywem stresOw obserwowano u genotypow 18.0345; 18.0187; 18.0339;
18.0351; 18.0180.

Sredni plon w warunkach kontrolnych hali wegetacyjnej wynosit 925 g/rosling. Pod wptywem
zastosowanych stresow suszy i wysokiej temperatury wynosit 515g/rosling. 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 nastgpujacych genotypow: 18.0357; 18.0293; 18.0176; 18.0329, 18.0372,
18.0164; 18.0173; 18.0208; 18.0366; 18.2597. Szczegotowe paramatry wszystkich badanych
genotypow przedstawione sg w tabelach 1-4.



Tabela 1. Wskazniki rozwojowe roslin rosngcych w szklarni poddanych stresowi suszy i wysokiej temperatury.

Lp

Masa

nazwa WyS(?I.<os',c' Masa liéci Masa liéci/masa Powie.rzch.nia Zielonos$¢ Temp. Fu/Fm P wiednieci Reggnera
roslin todyg fodyg asymilacyjna SPAD fanu e cja
1 18.0137 65 54,62 68,71 0,79 1920 31,3 27,1 0,72 0,34 1,5 1
2 18.0162 65 45,10 71,1 0,64 2370 26,2 27,9 0,80 1,45 1 1
3 18.0164 64 96,33 108,44 0,89 2227 22,0 30,1 0,73 0,94 1,5 3
4 18.0172 73 86,08 129,67 0,72 2001 31,8 30,1 0,78 0,99 1 1
5 18.0173 59 86,65 80,40 1,11 2061 31,1 30,5 0,79 1,65 2 3
6 18.0174 53 74,04 59,85 1,24 1832 32,6 28,4 0,80 1,81 1,5 3
7 18.0176 53 67,96 55,36 1,22 1365 31,8 28,8 0,79 1,58 2 5
8 18.0180 78 178,89 131,81 1,25 3913 34,2 24,1 0,79 1,79 2 5
9 18.0187 65 126,70 79,92 1,49 2865 33,3 29,7 0,80 3,01 3 5
10 18.0188 54 82,05 50,08 1,30 2259 38,8 26,0 0,77 2,09 3 7
11 18.0198 68 34,81 49,54 0,72 907 42,2 27,4 0,82 4,00 1,5 1
12 18.0203 81 75,71 88,80 0,86 1641 36,1 26,7 0,79 2,06 3/5 3
13 18.0208 75 92,93 74,34 1,25 2001 34,5 30,0 0,81 2,67 5/7 3
14 18.0212 69 81,65 68,06 1,20 1900 38,6 28,4 0,80 2,25 5 5
15 18.0219 46 44,42 32,75 1,36 906 30,1 27,0 0,81 2,81 0,5 1
16 18.0240 65 78,89 59,97 1,38 1621 27,4 26,6 0,78 1,04 2,5 1
17 18.0245 54 74,27 47,35 1,60 1161 39,8 27,2 0,79 1,95 2 1
18 18.0257 71 54,05 121,06 0,46 1049 34,6 25,5 0,81 2,25 1 3
19 18.0260 54 66,82 62,38 1,07 1382 26,9 24,1 0,67 1,09 1 1
20 18.0261 62 68,82 57,29 1,16 1507 28,2 27,0 0,79 1,35 2 1
21 18.0266 76 57,56 97,12 0,60 1270 32,4 23,4 0,81 2,51 2 3
22 18.0281 72 110,54 77,75 1,48 2320 56,7 26,9 0,80 1,37 2 5
23 18.0282 62 32,51 51,11 0,63 730 38,8 24,1 0,81 2,61 2 5
24 18.0285 63 75,45 36,70 5,38 1312 36,6 23,4 0,80 2,30 2,5 7
25 18.0289 78 96,44 105,12 0,91 1752 36,7 23,3 0,79 1,54 2,5 7
26 18.0292 57 41,83 57,57 0,71 931 29,9 25,8 0,75 1,05 1,5 1
27 18.0293 62 32,18 44,75 0,67 1279 38,9 25,0 0,80 2,75 2 5/7
28 18.0295 51 27,94 32,42 0,81 721 30,3 23,8 0,80 2,47 2,5 5/7




29 18.0296 76 90,58 91,90 0,98 2370 25,8 25,7 0,73 0,72 1 1
30 18.0298 66 48,86 93,87 0,54 1414 31,5 25,0 0,74 0,74 1 3
31 18.0299 83 39,65 93,68 0,38 1411 30,5 26,0 0,72 0,72 0,5 1
32 18.0315 59 23,84 37,15 0,60 1027 31,1 26,8 0,72 0,70 0,5 1
33 18.0329 64 85,08 74,66 1,14 1966 31,2 24,5 0,75 0,75 2,5 5
34 18.0330 77 88,64 83,90 1,05 2345 25,8 27,5 0,75 0,75 2 1
35 Gwiazda 70 112,40 196,85 0,58 2643 34,3 25,5 0,73 0,82 5 9
36 Oberon 67 82,00 209,00 0,39 1539 46,7 25,2 0,79 2,80 3/5 7/9
37 18.0336 76 89,85 148,85 0,59 1812 32,8 27,0 0,75 1,17 2,5 7
38 18.0337 76 80,90 121,00 0,67 1787 38,5 25,7 0,79 2,77 2,5 9
39 18.0339 78 152,95 164,40 0,92 3375 41,4 27,4 0,78 1,72 2,5 9
40 18.0345 87 118,25 127,80 0,90 2826 35,4 26,3 0,78 2,02 5 9
41 18.0351 106 121,70 137,05 0,85 3892 31,6 27,2 0,78 1,59 2,5 9
42 18.0357 50 68,70 71,30 0,96 1613 37,5 26,6 0,80 4,24 5/7 5/7
43 18.0360 82 58,35 86,35 0,68 1465 40,5 27,2 0,78 2,72 2 3
44 18.0365 89 76,05 147,40 0,52 1723 37,7 25,2 0,82 4,44 7 7
45 18.0366 74 92,65 124,45 0,75 1988 36,5 28,3 0,82 3,74 9 7
46 18.0369 86 85,55 144,75 0,60 2076 34,6 25,3 0,81 3,69 3/5 7
47 18.0370 61 74,45 94,40 0,79 1731 33,0 28,5 0,81 3,92 5 5
48 18.0371 59 69,65 86,25 0,82 1422 29,4 28,5 0,81 2,02 3/5 7/9
49 18.0372 60 83,90 85,55 0,99 1843 32,7 26,5 0,79 1,07 5 7/9
50 18.0375 84 86,55 122,95 0,71 1756 34,5 25,6 0,79 1,89 3 7
51 18.0380 75 65,65 96,00 0,69 1858 30,9 25,7 0,76 2,24 3 7
52 18.0700 58 34,50 48,10 0,72 1690 33,6 23,1 0,80 1,56 1,5 5/7
53 Lech 66 115,15 178,15 0,65 2083 43,8 23,2 0,78 2,18 3/5 9
54 Lawenda 63 155,10 99,10 1,71 2325 39,8 24,1 0,79 1,07 3/5 9
55 18.2448 58 130,75 161,35 0,82 2087 45,6 22,8 0,71 3,24 3/5 9
56 18.2561 61 130,20 118,40 1,13 2183 47,1 22,3 0,80 1,44 3/5 9
57 18.2597 42 72,20 64,05 1,20 1531 44,9 23,0 0,74 0,59 3/5 9
58 18.2638 47 92,06 111,95 0,82 1709 44,5 23,4 0,73 1,71 3/5 9
Srednio 67 80,5 93,4 0,98 1840 35,1 26,2 0,78 1,94 - -




Tabela 2. Wskazniki rozwojowe roslin rosngcych w hali wegetacyjnej w warunkach kontrolnych.

Lp Wysokos¢ - Masa ”l\'/lasa Powierzchnia Zielonos¢ Temp.
nazwa . Masa lisci lisci/masa S
roslin todyg asymilacyjna SPAD tanu
todyg

1 18.0137 47 121,63 80,16 1,52 1165 32,0 21,7
2 18.0162 51 94,13 92,56 1,04 919 33,2 22,2
3 18.0164 51 186,65 88,02 2,13 1516 30,9 21,2
4 18.0172 48 63,11 66,64 0,93 675 36,2 21,9
5 18.0173 47 130,25 85,72 1,50 1177 34,6 21,6
6 18.0174 50 168,63 64,43 2,61 1499 32,2 21,8
7 18.0176 58 138,54 67,19 2,07 1385 37,4 21,2
8 18.0180 63 160,13 94,66 1,69 1335 30,2 21,2
9 18.0187 43 144,44 65,54 2,24 1433 28,6 23,4
10 18.0188 51 82,59 65,28 1,72 1090 35,9 24,6
11 18.0198 52 117,66 71,56 1,65 979 35,1 24,3
12 18.0203 51 153,89 67,26 2,28 1428 33,4 23,6
13 18.0208 51 85,43 75,29 1,18 1000 37,0 25,5
14 18.0212 58 143,63 80,35 1,78 1248 37,1 25,1
15 18.0219 71 182,88 69,97 2,71 3450 38,9 25,8
16 18.0240 78 220,03 99,23 2,23 4443 28,3 25,1
17 18.0245 70 243,43 140,07 1,98 4449 36,4 24,8
18 18.0257 98 122,25 209,90 0,58 2751 31,0 23,4
19 18.0260 85 175,68 128,12 1,38 3600 33,3 22,9
20 18.0261 73 191,40 98,84 2,03 3611 32,5 20,5
21 18.0266 87 204,11 127,39 1,60 3512 32,7 20,2
22 18.0281 87 248,71 165,97 1,58 4245 35,5 21,3
23 18.0282 70 182,86 96,25 1,93 2598 33,7 21,6
24 18.0285 68 184,29 92,85 1,98 3331 36,2 20,3
25 18.0289 81 221,68 141,78 1,56 3848 30,9 21,0
26 18.0292 74 147,23 115,19 1,28 2473 30,8 20,7
27 18.0293 59 134,06 89,51 1,52 2480 30,9 21,5




28 18.0295 51 132,29 78,70 1,68 2643 29,8 20,7
29 18.0296 53 114,42 67,49 1,68 1530 29,4 20,9
30 18.0298 53 117,35 134,22 0,89 994 36,9 20,3
31 18.0299 48 90,90 141,59 0,65 821 28,4 21,4
32 18.0315 56 137,53 97,61 1,42 1489 31,6 21,2
33 18.0329 55 197,73 130,96 1,54 1576 31,2 20,6
34 18.0330 52 213,29 124,54 1,84 1818 30,1 21,2
35 Gwiazda 70 295,88 276,03 1,08 3211 34,7 19,9
36 Oberon 63 257,63 274,61 0,94 2105 39,2 21,8
37 18.0336 63 273,91 190,10 1,44 2523 30,6 20,6
38 18.0337 62 200,21 187,77 1,07 2184 31,4 20,5
39 18.0339 58 162,33 177,80 0,91 1376 32,8 20,5
40 18.0345 67 222,48 157,73 1,41 2235 31,4 20,9
41 18.0351 78 285,19 260,09 1,10 3765 28,0 21,0
42 18.0357 67 226,88 177,27 1,34 2996 32,5 20,6
43 18.0360 73 145,93 170,93 0,86 2656 33,0 20,4
44 18.0365 66 219,40 173,64 1,26 4452 33,7 20,9
45 18.0366 61 218,45 199,10 1,10 4705 33,2 20,8
46 18.0369 57 167,37 136,09 1,22 3244 32,6 20,5
47 18.0370 58 201,74 130,57 1,55 3475 33,0 20,5
48 18.0371 69 268,10 174,90 1,54 5187 28,5 20,6
49 18.0372 69 210,75 170,58 1,30 4551 30,2 21,1
50 18.0375 68 243,20 196,85 1,24 4750 33,1 19,9
51 18.0380 64 304,62 197,31 1,54 5640 27,3 20,9
52 18.0700 61 177,83 122,86 1,55 3383 25,8 20,7
53 Lech 59 315,72 210,80 1,50 6010 44,1 21,2
54 Lawenda 55 366,19 117,23 3,14 6658 40,6 211
55 18.2448 58 361,52 222,38 1,66 6279 45,0 20,7
56 18.2561 56 352,96 279,85 1,26 6663 42,3 20,6
57 18.2597 46 301,89 143,55 2,12 5595 39,5 211
58 18.2638 49 349,29 214,27 1,63 6491 40,3 20,3
Srednio 62 196,2 137,5 1,6 2977 33,5 21,6




Tabela. 3. Plon, Struktura plonu, udziat wad bulw (%) roslin rosngcych w szklarni poddanych stresowi suszy i wysokiej temperatury.

Lp Udziat Udziat bulw | Udziat bulw | Udziat bulw | Spekania | Spekani
nazwa Liczba Plon bulw <35-50 mm | <50-60mm <60 mm ptytkie a deforma
bulw (g/roslin) <35mm (%) (%) (%) (%) gtebokie cje
(%) (%)
1 18.0137 16 595 2 30 53 15 0 0 0
2 18.0162 19 455 11 54 36 0 0 0 0
3 18.0164 22 671 14 24 29 33 0 0 9
4 18.0172 21 489 12 47 41 0 0 0 0
5 18.0173 30 659 15 39 46 0 0 0 7
6 18.0174 18 510 9 43 38 10 0 0 0
7 18.0176 22 734 10 38 52 0 5 0 16
8 18.0180 17 538 14 20 48 18 0 0 9
9 18.0187 23 448 29 58 13 0 0 0 3
10 18.0188 10 351 10 25 54 11 4 0 25
11 18.0198 20 343 21 52 27 0 0 0 0
12 18.0203 17 365 23 57 20 0 0 0 17
13 18.0208 24 644 16 21 64 0 0 0 28
14 18.0212 20 562 13 53 33 0 0 1 15
15 18.0219 18 427 20 80 0 0 3 0 0
16 18.0240 17 379 27 60 13 0 0 0 0
17 18.0245 14 341 12 49 28 11 4 0 4
18 18.0257 20 323 31 69 0 0 9 0 0
19 18.0260 13 308 16 57 11 16 3 0 3
20 18.0261 16 595 4 51 31 15 2 0 0
21 18.0266 22 539 23 45 13 19 0 0 1
22 18.0281 29 539 19 32 49 0 0 3 4
23 18.0282 16 454 11 46 44 0 0 0 0
24 18.0285 15 524 15 41 44 0 10 0 22
25 18.0289 16 571 12 37 51 0 0 0 0
26 18.0292 14 465 11 43 18 29 0 0 0
27 18.0293 22 758 10 36 40 14 0 0 8
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28 18.0295 24 306 45 48 7 0 0 0 2
29 18.0296 18 483 15 78 7 0 0 0 0
30 18.0298 19 426 20 46 26 8 0 0 13
31 18.0299 19 395 24 70 5 0 0 0 0
32 18.0315 14 406 17 48 27 8 0 0 0
33 18.0329 24 694 15 40 22 23 0 0 0
34 18.0330 16 476 19 44 37 0 0 0 2
35 Gwiazda 24 685 12 46 31 12 0 0 12
36 Oberon 16 566 5 51 33 11 0 0 0
37 18.0336 25 596 16 69 15 0 0 0 0
38 18.0337 16 465 12 46 32 10 0 0 15
39 18.0339 13 306 17 83 0 0 0 0 0
40 18.0345 20 460 29 48 23 0 0 0 0
41 18.0351 23 599 19 66 15 0 0 0 0
42 18.0357 29 812 11 51 30 8 3 0 0
43 18.0360 13 436 10 56 26 9 0 0 0
44 18.0365 12 621 5 24 41 29 0 0 0
45 18.0366 16 642 7 23 27 43 2 0 2
46 18.0369 14 468 14 30 37 19 0 0 12
47 18.0370 16 479 13 32 20 34 4 0 0
48 18.0371 11 431 5 34 46 15 0 0 0
49 18.0372 15 679 4 34 32 30 0 0 2
50 18.0375 19 366 20 41 39 0 10 3 7
51 18.0380 15 557 8 38 54 0 0 0 0
52 18.0700 12 303 21 41 21 17 0 0 0
53 Lech 29 700 21 36 40 3 3 0 16
54 Lawenda 21 919 6 22 42 31 2 0 28
55 18.2448 18 537 15 46 34 6 4 0 0
56 18.2561 15 395 13 46 41 0 0 0 17
57 18.2597 17 637 13 54 33 0 9 0 7
58 18.2638 14 446 12 56 32 0 0 0 4

Srednio 18 515 15 46 30 9 1 0 5
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Tabela. 4. Plon, Struktura plonu, udziat wad bulw (%) roslin rosngcych w warunkach kontrolnych w hali wegetacyjnej.

Lp Udziat Udziat bulw | Udziat bulw | Udziat bulw | Spekania | Spekani
nazwa Liczba Plon bulw <35-50 mm | <50-60mm <60 mm ptytkie a deforma
bulw (g/roslin) | <35mm (%) (%) (%) (%) gtebokie cje
(%) (%)
1 18.0137 25 1012 7 64 26 3 2 0 0
2 18.0162 27 921 8 61 27 5 0 0 0
3 18.0164 26 941 10 45 25 21 4 0 0
4 18.0172 21 1140 6 27 41 27 0 0 3
5 18.0173 40 1379 4 54 40 2 1 0 1
6 18.0174 37 1009 10 70 19 0 1 0 0
7 18.0176 27 1141 5 67 27 0 0 0 0
8 18.0180 25 873 13 47 20 20 4 0 7
9 18.0187 28 867 7 71 22 0 0 0 0
10 18.0188 25 882 11 53 35 0 0 1 8
11 18.0198 28 1094 5 61 25 9 4 0 1
12 18.0203 21 981 4 32 60 4 0 0 10
13 18.0208 30 879 7 74 19 0 0 5 0
14 18.0212 25 970 6 52 39 4 0 0 3
15 18.0219 19 1012 2 37 32 28 4 0 9
16 18.0240 24 736 9 45 46 0 5 0 0
17 18.0245 18 752 5 31 34 30 6 0 2
18 18.0257 21 600 15 66 9 11 0 0 9
19 18.0260 24 699 25 51 24 0 0 11 3
20 18.0261 23 954 8 44 49 0 0 0 0
21 18.0266 14 817 0 27 37 36 4 0 8
22 18.0281 27 881 10 47 15 28 0 0 1
23 18.0282 14 777 0 31 43 26 1 0 5
24 18.0285 25 987 10 43 22 25 0 0 0
25 18.0289 20 945 4 46 23 27 0 7 1
26 18.0292 16 675 19 57 24 0 9 0 0
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27 18.0293 16 1023 0 57 30 13 0 0 0
28 18.0295 25 759 10 82 8 0 0 0 5
29 18.0296 32 951 10 65 25 0 0 1 0
30 18.0298 34 960 11 62 15 12 3 0 1
31 18.0299 24 879 8 61 31 0 0 0 0
32 18.0315 21 999 6 34 44 16 0 0 0
33 18.0329 29 921 10 60 24 6 0 0 5
34 18.0330 14 1096 0 35 28 37 0 0 6
35 Gwiazda 31 1140 9 48 30 12 4 0 0
36 Oberon 25 1060 5 74 21 0 2 0 0
37 18.0336 32 759 23 77 0 0 0 0 0
38 18.0337 18 840 11 37 38 14 16 0 0
39 18.0339 16 718 11 48 29 12 0 0 0
40 18.0345 28 955 8 47 37 8 0 7 0
41 18.0351 31 1083 6 55 33 5 19 0 3
42 18.0357 31 1021 10 74 16 0 4 0 0
43 18.0360 28 670 13 91 46 0 7 0 0
44 18.0365 10 1103 0 15 34 51 0 0 0
45 18.0366 18 1153 3 28 46 23 10 0 0
46 18.0369 11 660 0 25 68 7 0 0 0
47 18.0370 17 733 6 55 39 0 0 0 0
48 18.0371 18 799 6 53 42 0 0 0 6
49 18.0372 18 865 6 57 37 0 0 0 0
50 18.0375 39 811 24 69 6 0 4 1 2
51 18.0380 26 1018 8 67 20 4 5 0 4
52 18.0700 13 705 3 60 18 19 14 0 0
53 Lech 40 1161 14 77 9 0 7 0 3
54 Lawenda 26 1207 5 51 37 6 3 0 0
55 18.2448 28 973 12 80 8 0 0 0 0
56 18.2561 21 938 8 92 0 0 0 0 23
57 18.2597 27 863 13 79 8 0 0 0 0
58 18.2638 19 883 8 92 0 0 2 0 13

Srednio 24 925 8 55 28 10 3 1 2
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Mierniki dla tematu badawczego 1:

Lp. miernik? warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zadania zrealizowana

1.1 | Tlo§¢ genotypow 50 50

1.2. | Parametry morfologiczno- fizjologiczne ro$lin 7 7

1.3 | Parametry oceny plonu 7 7

3. 2. Temat badawczy 2: Badania zaleznosci mi¢dzy czescig nadziemnag a systemem korzeniowym
ro$lin ziemniaka w warunkach suszy glebowej i wysokiej temperatury

Cel tematu badawczego: Wytypowanie cech korzeni decydujacych o wigkszej odpornosci
genotypdw ziemniaka na susz¢ glebowa

Materialy i metody: Gtéwng hipoteza badawczg byto zatozenie, ze genotypy ziemniaka o
wickszej tolerancyjnosci na stresy abiotyczne a glownie na stres suszy wytwarzaja w
poczatkowym okresie rozwoju wigkszy system korzeniowy a mniejszg mas¢ nadziemna, stad
stosunek korzeni do kietkow jest wyzszy u tych genotypéw niz u genotypow mniej
tolerancyjnych.

W badaniach uczestniczyty 50 nowych rodow ziemniaka o nieznanej tolerancyjnosci na stres
suszy i wysokiej temperatury.

Bulwy wyréwnanej wielkosci w ilosci 12 sztuk byty wysadzone w doniczkach o §rednicy 17,5
cm w podtozu glebowym — torfowym i umieszczone w fitotronie. Zastosowano 2 kombinacje:

- kontrola- temperatura 22/15°C (dzien /noc) i wilgotnos¢ wzgledna powietrza wynoszaca ok.
70%. Rosliny byly podlewane tak aby utrzymaé optymalng wilgotno$¢ gleby tj 65 % polowe;j
pojemnosci wodne;j.

- kombinacja z zastosowaniem stresu suszy i wysokiej temperatury- rosliny nie byty podlewane
a temperatura powietrza wynosita 38/25°C (dzien /noc).

W kazdej kombinacji bylo po 6 roslin. Po 20 dniach od posadzenia oznaczona byla masa
kietkow i korzeni z obu kombinacji i wyliczony zostat stosunek ,,root-sprout”.

Wyniki,dyskusja i wnioski:

Po 20 dniach od posadzeniach wigkszos¢ bulw wykietkowata i wytworzyla korzenie, niestety
rody o dtuzszym okresie spoczynku nie weszly w faze rozwoju zaréwno czesci hadziemnej , jak
i podziemnej. Dotyczyto to gtéwnie kombinacji stresowe;.

W kombinacji kontrolnej zarowno masa czg$ci nadziemnej , jak i masa korzeni byta wyzsza niz
w kombinacji gdzie zastosowano susze i wysoka temperature. Srednia masa czeéci nadziemne;
(dla rodéw, ktore wykietkowaty) wynosita 9,56 g a srednia masa korzeni 4, 04g. W przypadku
kombinacji gdzie zastosowana byla susza i wysoka temperatura warto$ci te wynosity
odpowiednio 3,18 i 2,25.

Stosunek masy korzeni do masy czeSci nadziemnej byt nizszy w kombinacji kontrolnej niz
kombinacji stresowej 1 wynosit odpowiednio 0,42 i 0,70.

Zréznicowanie rodow dotyczace wielkosci tego wskaznika byto bardzo wysokie. Przyjmujac
wielko$¢ wskaznika ,,root/sprout ,, jako miernik tolerancyjnos$ci roslin na stresy abiotyczne, po
pierwszym roku badan mozna wytypowaé jako najbardziej tolerancyjne nastepujace rody :
18.0339, 18. 0330, 18.0329, 18.0296, 18.0293 i 18.0162

Dane dotyczace warto$ci omawianych cech zawarto w tabeli 1.

2 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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Tabelal. Masa czgsci nadziemnej i korzeni po 20 dniach od sadzenia oraz stosunek masy korzeni do masy kietkow w kombinacji kontrolne;j i stresowej.

Nazwa Kontrola Susza+ wysoka temperatura
o Sucha Stosunek Swieza Stosunek
Swieza c L Sucha masa c L.
masa czesci maf,a. Swieza Sucha masa masy maf,a. czesci Swieza Sucha masa masY
nadziemnej CZ.QSCI . mas§ korzeni (g) korzeni do CZ.QSCI . | nadziemnej masg korzeni (g) korzeni do
nadziemnej | korzeni (g) masy nadziemnej korzeni (g) masy
() (8) nadziemnej (g) () nadziemnej

18.0137 11,92 0,93 8,51 0,56 0,71 0,140 0,013 0,06 0,01 0,43
18.0162 3,63 0,28 6,24 0,41 1,72 8,36 0,774 4,01 0,28 2,33
18.0164 14,88 1,16 5,21 0,34 0,35 0 0,000 0 0,00 0
18.0172 34,38 2,69 6,78 0,45 0,20 5,68 0,526 2,04 0,14 0,36
18.0173 6,64 0,52 2,83 0,19 0,43 0,11 0,010 0,18 0,01 1,63
18.0174 14,91 1,16 8,44 0,56 0,57 2,66 0,246 1,41 0,10 0,53
18.0176 0,84 0,07 2,53 0,17 3,01 0,13 0,012 0,17 0,01 1,31
18.0180 14,1 1,10 5,49 0,36 0,39 3,63 0,336 1,82 0,13 0,50
18.0187 0,30 0,02 0,90 0,06 3,00 0 0,000 0 0,00 0
18.0188 29,20 2,28 9,30 0,61 0,32 12,47 1,155 6,64 0,47 0,45
18.0197 20,74 1,62 11,98 0,79 1,73 8,17 0,757 5,93 0,42 0,73
18.0203 25,86 2,02 10,13 0,67 0,39 2,31 0,214 2,68 0,19 1,16
18.0208 5,75 0,45 4,79 0,32 0,83 4,05 0,375 4,6 0,32 1,14
18.0212 2,91 0,23 5,14 0,34 1,77 0 0,000 0 0,00 0
18.0219 24,59 1,92 8,03 0,53 0,33 2,85 0,264 2,81 0,20 1,0
18.0240 1,36 0,11 2,27 0,15 1,67 0 0,000 o 0,00 0
18.0245 0,17 0,01 0,59 0,04 3,47 0,17 0,016 0,36 0,03 2,12
18.0257 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0260 23,38 1,83 7,11 0,47 0,30 9,02 0,835 3,91 0,28 0,43
18.0261 8,91 0,70 4,12 0,27 0,46 3,35 0,310 4,09 0,29 1,22
18.0266 9,66 0,75 3,59 0,24 0,37 4,69 0,434 3,75 0,26 0,81
18.0281 7,40 0,58 3,96 0,26 0,54 0,3 0,028 0,2 0,01 0,67
18.0282 0,24 0,02 0,04 0,00 0,17 0 0,000 0 0,00 0
18.0285 3,49 0,27 3,49 0,23 1,0 1,78 0,165 3,37 0,24 1,98
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18.0289 0,06 0,00 0,07 0,00 1,17 0 0,000 0 0,00 0
18.0292 0,39 0,03 0,41 0,03 1,05 0,5 0,046 0,73 0,05 1,46
18.0293 28,01 2,19 9,35 0,62 0,33 2,02 0,187 5,16 0,36 2,55
18.0295 0 0,00 0 0,00 0 5,25 0,486 1,9 0,13 0,36
18.0296 0,26 0,02 0,92 0,06 3,54 0,11 0,010 0,31 0,02 2,82
18.0298 0,95 0,07 1,66 0,11 1,75 1,28 0,119 1,40 0,10 1,09
18.0299 17,30 1,35 5,96 0,39 0,34 8,25 0,764 3,88 0,27 0,47
18.0315 35,7 2,79 6,40 0,42 0,18 9,21 0,853 3,31 0,23 0,36
18.0329 10,71 0,84 5,10 0,34 0,48 0,50 0,046 1,61 0,11 3,22
18.0330 0,29 0,02 0,75 0,05 2,59 0,05 0,005 0,17 0,01 3,40
18.0336 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0337 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0339 10,51 0,82 5,77 0,38 0,55 0,37 0,034 1,35 0,10 3,65
18.0345 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0351 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0357 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0360 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0365 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0366 0,03 0,00 0,10 0,01 3,33 0 0,000 0 0,00 0
18.0369 0 0,00 0 0,00 0 0,1 0,009 0,23 0,02 2,3
18.0370 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0371 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0372 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0375 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0380 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.0700 0,4 0,03 0,6 0,04 1,5 0 0,000 0 0,00 0
18.2448 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.2561 0,18 0,01 0,75 0,05 4,17 0 0,000 0 0,00 0
18.2597 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
18.2638 4,85 0,38 2,31 0,15 0,48 0 0,000 0 0,00 0
Gwiazda 0,20 0,02 0,28 0,02 1,4 0 0,000 0 0,00 0
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Oberon 0 0,00 0 0,00 0 0 0,000 0 0,00 0
Lech 7,08 0,55 4,93 0,33 0,70 0 0,000 0 0,00 0
Lawenda 0,21 0,02 0,61 0,04 2,9 1,57 0,145 1,85 0,13 1,18
Srednio 9,56 0,76 4,04 0,26 0,42 3,18 0,28 2,25 0,16 0,70
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Mierniki dla tematu badawczego 2:

Lp. miernik3 warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zadania zrealizowana

2.1 | Ilo$¢ genotypow 50 50

2.2 | Parametry morfologiczno- fizjologiczne 5 5

3. 3. Temat badawczy 3: Analiza budowy anatomicznej lisci ziemniaka w warunkach suszy i
wysokiej temperatury z zastosowaniem mikroskopu $wietlnego oraz mikroskopu elektronowego.

Cel tematu badawczego 3: ldentyfikacja zmian anatomicznych zachodzacych pod wptywem
suszy i wysokiej temperatury w lisciach ziemniaka.

Materialy i metody: W roku 2021, zostala przeprowadzona optymalizacja metody
przygotowania preparatow do mikroskopii $wietlnej, w celu uzyskania jak najlepszego obrazu
przy jednoczesnym zminimalizowaniu ryzyka wystapienia artefaktow zwigzanych z
preparatyka. Do tego celu, zostala wybrana technika ,,mrozeniowa” oraz urzadzenie typu
kriostat (model Leica 1950, korzystanie z kriostatu na zasadzie ustugi zewnetrznej). Materiat
badawczy stanowity fragmenty liSci o rozmiarach 2x1 mm pobrane z roslin ziemniaka bedacych
w fazie tuberyzacji. Materiat zostal utrwalony (czas inkubacji dobierano eksperymentalnie, z
przedziatu 4 — 12 godz.) w mieszaninie o sktadzie: 2,5 % aldehyd glutarowy w 0,1 M PBS, a
nastepnie odwodniony w serii st¢zen alkoholu etylowego (10-70%). Na potrzebg przygotowania
skrawkéw z wykorzystaniem krioststu, material zostal umieszczony w specjalnym medium
(testowano 2 rodzaje medium: OTC Tissue Freezing Medium i Cryomatrix Clear) i zamrozony
w temp. -21 °C. Eksperymentalnie wybierano grubos¢ skrawkoéw z testowanej grubosci w
przedziale: 4 — 20 um.

Wyniki i dyskusja: Najlepsze rezultaty, ktore dotyczyly przekrojow poprzecznych lisci z
prawidlowym zachowaniem struktury oraz dobra wizualizacja poszczeg6lnych typéw komorek
zostaly osiggnigte przy zastosowaniu 4- godzinnego czasu utrwalania oraz medium do
zamrazania w kriostacie Cryomatrix Clear. W wariancie tym uzyskano najlepsze obrazy, m. in.
z zachowaniem ,,ciaglo$ci” komodrek gornej i dolnej epidermy oraz prawidtowym ulozeniem
komorek miekiszu palisadowego i gabczastego (Ryc. 1 A, B). Wybrana grubos¢ skrawka: 10
um, w porownaniu do skrawkow o grubosci ponizej 10 um (Ryc. 1 C, D), gwarantowala lepsza
wytrzymalo$¢ preparatu na rozrywanie komoérek podczas przenoszenia skrawkow na szkietka
mikroskopowe. Natomiast, obrazy otrzymane z preparatdéw o grubosci powyzej 10 um,
charakteryzowaly si¢ mniejsza rozdzielczoscig i tym samym, przy analizie pojawiata si¢
trudno$¢ w rozréznianiu komorek, spowodowana wystepowaniem tzw. ,,drugiego planu”.

3 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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Ryc. 1. Przyktadowe obrazy z mikroskopu $wietlnego przedstawiajace przekroje poprzeczne
przez liscie ziemniaka, odmiana Oberon (A) i Gwiazda (B). Groty na obrazach C (Gwiazda) i
D (Oberon) wskazujg na uszkodzenia tkanki w wariantach otrzymanych podczas pierwszych
etapow optymalizacji procedury przygotowania materiatu do mikroskopii $§wietlne;j.

Mierniki dla tematu badawczego 3:

Lp.

miernik*

warto$¢ miernika
podana w opisie zadania

warto$¢ miernika
zrealizowana

3.1

Metoda przygotowania materialu do mikroskopii
swietlnej wybrana na podstawie przeprowadzenia
optymalizacji procedury przygotowania preparatow
mikroskopowych. Wybrana metoda gwarantuje
uzyskanie najlepszego  obrazu  struktury przy
jednoczesnym zminimalizowaniu ryzyka wystapienia
artefaktow zwigzanego z preparatyka.

3.2.

Wykonanie preparatow dla kazdej testowanej metody
(szkietka mikroskopowe z przekrojami poprzecznymi
lisci o grubosci 4 — 20 um).

10

10

4 Poda¢ miernik — np. iloé¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.4 Temat badawczy 4 Immunolokalizacja akwaporyn w lisciach ziemniaka w warunkach suszy
i wysokiej temperatury z zastosowaniem mikroskopu elektronowego.

Cel tematu badawczego 4: Lokalizacja akwaporyn odpowiedzialnych za regulacj¢ potencjatu
wodnego komorek i uczestniczacych w odpowiedzi roslin na rdzne stresy abiotyczne.

Materialy i metody: W roku 2021 zostata wykonana optymalizacja metody przygotowania
preparatow do transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), w ktorej zostal wybrany
optymalny czas utrwalania materialu (z przedziatu 4 — 12 godz.) oraz sklad mieszaniny
utrwalajacej, jak rowniez zostal dobrany czas przesycania materialu z zywica (w kazdym
stezeniu zywicy w przedziale 4-16 godz.). Material badawczy stanowity fragmenty lisci o
wielko$ci 2x1 mm pobrane z roslin ziemniaka bgdacych w fazie tuberyzacji. Materiat zostat
utrwalony w mieszaninie paraformaldehydu i aldehydu glutarowego (w 0,1 M PBS). Nastepnie
material ptukano w 0,1 M buforze fosforanowym (pH 7,3) przez 1 godzing, w trzech zmianach
buforu. Postfiksacje przeprowadzano w 1% roztworze czterotlenku osmu przez 2 godziny, w
temperaturze pokojowej (ten etap bedzie ominiety dla preparatéw przeznaczonych do
immunolokalizacji akwaporyn). Po odwodnieniu w serii stezen alkoholu etylowego (10-70%),
materiat zostal przesycony w zywicy i spolimeryzowany przez 24 godz. w temperaturze 60 °C.
Ultracienkie skrawki (o grubosci ok. 100 nm) otrzymywano z wykorzystaniem ultramikrotomu
Leica Ultracut w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN
im. M. Nenckiego w Warszawie (na zasadzie uslugi badawczej). Po skrojeniu, skrawki
umieszczano na niklowych siatkach i kontrastowano w 1% roztworze wodnym octanu uranylu
przez 5 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie w 0,04% roztworze wodnym cytrynianu
otowiu, przez 1 minute, w temperaturze pokojowej (Reynolds, 1963). Obserwacje
przeprowadzono w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (model JEM 1400; JEOL Co.,
Japan) wyposazonego w kamere (MORADA G2, EMSIS GmbH, Germany) w Pracowni
Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej PAN im. M. Nenckiego w
Warszawie (koszt korzystania z mikroskopu — na zasadzie ustugi zewnetrznej).

Wyniki i dyskusja: Najwyzsza jako$¢ obrazow otrzymano dla preparatow uzyskanych dla
materiatu utrwalonego przez 4 godziny w mieszaninie o sktadzie: 2% paraformaldehyd i 0,5%
aldehyd glutarowy, przesycanego w kazdym stgzeniu zywicy przez minimum 12 godz. W tym
przypadku uzyskano najlepsze obrazy, z dobrze zachowang $ciang i btong komorkowa,
ultrastrukturg komoérek epidermy, migkiszu palisadowego oraz gabczastego (Ryc. 2 A-C), w
tym ultrastruktury organelli komoérkowych takich jak: chloroplasty i mitochondria (Ryc. 2 D-
F). Na pozostatych obrazach (w wariantach niewybranych w procesie optymalizacji procedury),
obserwowano zaburzong ultrastrukture organelli komodrkowych (Ryc. 2 G) oraz
zanieczyszczenia preparatow spowodowane pozostatoscia odczynnikéw uzytych podczas
kontrastowania materialu (Ryc. 2 H).
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Ryc. 1. Przyktadowe obrazy z transmisyjnego mikroskopu elektronowego przedstawiajace
przekroje poprzeczne przez liscie ziemniaka, odmiany Oberon (A-C, G), i Gwiazda (D-F, H).
Groty wskazuja na nieprawidtowa ultrastruktur¢ chloroplastow, np. niezachowany uktad
tylakoidow gran (G) oraz na pozostatosci po odczynnikach do kontrastowania (H) w wariantach
otrzymanych podczas pierwszych etapéw optymalizacji procedury przygotowania materiatu do
mikroskopii elektronowej. Oznaczenia: Ch — chloroplast, M — mitochondrium, S — skrobia, PG
— plastoglobula, T — tylakoidy gran, CW — sciana komérkowa.

Mierniki dla tematu badawczego 4:

Lp.

miernik® warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zadania zrealizowana

4.1

Metoda przygotowania materialu do transmisyjnej
mikroskopii elektronowej wybrana na podstawie
przeprowadzenia optymalizacji procedury
przygotowania  preparatdow  mikroskopowych  z
wykorzystaniem roéznych rodzajow utrwalacza oraz
zywicy akrylowej

4.2

Wykonanie preparatow dla kazdej testowanej metody
(siatki niklowe z przekrojami poprzecznymi lisci o 10 10
grubosci ok. 100 nm).

5 Poda¢ miernik — np. ilo§¢ testow, préb, badanych genotypow etc.
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3.5. Temat badawczy 5 Synteza i dystrybucja ABA w roslinach ziemniaka w odpowiedzi na stres
suszy i wysokiej temperatury.

Cel tematu badawczego: Celem Zadania 5 begdzie sprawdzenie czy wstepne traktowanie
roslin ABA zwigksza odporno$¢ roslin ziemniaka na obydwa stresy

Material i metody, wyniki: W roku 2021 planowano przeprowadzenie optymalizacji
doswiadczenia w warunkach kontrolowanych na ros$linach in vitro. Material do badan
stanowily 2 genotypy ziemniaka o zréznicowanym poziomie tolerancyjnosci na badane
czynniki stresowe. Gwiazde — odmiang o zigkszonej tolerancji na susz¢ i Oberon - odmiana
wrazliwa (Boguszewska i in. 2017). W Banku Genéw Ziemniaka (IHAR-PIB, Oddzial w
Boninie) zamowiono przygotowanie roslin in vitro tych odmian przez propagacj¢ z materiatow
wyjsciowych. W trakcie dos§wiadczenia optymalizowano rodzaj pozywki.. Rosliny wysadzano
do pozywki:1/2MS, agarl%, sacharoza 3% oraz 1/2MS, agar 0,4%, sacharoza 3%. Kazda
roslina byta wysadzano do pozywki znajdujacej si¢ w szklanym 11 stoiku. Rosliny rosty w
kamerach fitotronowych 40 dni w warunkach 23/16°C (dzief/noc). Czterdziestodniowe
rosliny nastgpnie przeniesiono do pozywki ptynnej na 72h, stres indukowano przez
zastosowanie PEG 6000. Dla obydwu odmian zastosowano nastepujace 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.

Ryc.1. Rosliny rosngce na pozywce statej w fitotronie.

Gwiazda Oberon

Ryc.2. Rosliny rosngce na pozywce statej w fitotronie odmiany Gwiazda (po lewej) i Oberon (po
prawej).

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

Po 72h najwickszg réznice wizualng obserwowano w przypadku odmiany Gwiazda pomigdzy
kombinacjg kontrolng a zawierajacag PEG 1 ABA.

180

160
. 1404 B Gwiazda
g 120 {4 Oberon
L 1001
§ 80 4
Q
g 60 4 T
< 404 ! Ryc.3. Aktywnos¢ ABA pmol/g s.m. w warunkach kontrolnych i
2 indukowanej suszy (PEG+ABA)
0 4
K  PEG+ABA
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Zamrozone tkanki korzeni, lisci oraz todyg ziemniaka lacznie utarto w cieklym azocie i
zawieszone w roztworze sktadajacym si¢ z 80% metanolu, 2% lodowatego kwasu octowego i
(BHT, 20 mg / 1). Ekstrakty beda wytrzasane w ciemnos$ci przez 24 godziny, a nastgpnie
wirowane przy 15 000 g i 4 ° C przez 20 min. Supernatant z ekstraktow tkankowych zostanie
przeniesiony do TBS (150 mM NacCl, 25 mM TRIS-HCI, pH 7,5). Zawartos¢ ABA w tkankach
roslin oznaczano ilo$ciowo (testy immunologiczne, Sigma Aldrich, USA) z zastosowaniem
procedury ELISA z przeciwcialami monoklonalnymi (Zdunek i Lips, 2001). Zaobserwowano
wzrost aktywnosci ABA w przypadku indukowanej suszy (PEG+ABA) u obydwu badanych
odmian.

Wykonano wstepna analizg proteomu ros$lin ziemniaka. Ekstrakcja biatek wykonana metoda
fenolowa.  Elektroforeza 2DE  wykonano wg metodyki:  pierwszy  kierunek
izoelektroogniskowania zostanie wykonany przy uzyciu aparatu Bio-Rad Protean IEF Cell,
rozdziat drugiego kierunku SD-SPAGE przeprowadzono zgodnie z procedurg Laemmli (1970)
uzywajac aparatu SE 600 Ruby firmy Amersham Bioscience. Wstepna analiza proteomu
roéznicujaca warunki kontrolne i suszowe (PEG+ABA) wykazata w przypadku odmiany
Gwiazda wykazata 26 bialek roznicujacych, a w przypadku odmiany Oberon 30 bialek
ro6znicujacych.

3.6. Temat badawczy 6. Analiza metabolitow, enzymow oraz poziomu ekspresji wybranych
genow jako markerow tolerancyjno$¢ roslin ziemniaka na susze glebowa i wysoka temperature

Cel tematu badawczego: Celem tematu w roku 2021 byta selekcja gendéw referencyjnych, to
znaczy takich, ktorych poziom ekspresji nie zmieni si¢ w liciach ziemniaka pod wplywem
suszy i wysokiej temperatury. Najczgsciej do referencji stosuje si¢ geny metabolizmu
podstawowego — House-Keeping Genes — HKG. Ekspresja HKG teoretycznie zachodzi na
takim samym poziomie w kazdym rodzaju tklanki niezaleznie od czynnikéw zewngtrznych
(biotycznych i abiotycznych). W rzeczywistosci dla kazdego rodzaju stresu i tkanki nalezy
zbada¢, ktore HKG faktycznie zachowuja podobny poziom ekspresji. Wybrane w 2021 r. HKG
beda stosowane w kolejnych latach projektu do wyznaczania io$ciowych zmian w ekspresji
genow potencjalnie markerowych dla torancji na susze¢ i wysoka temperaturg.

Materialy i metody: Do badan wykorzystano dwie odmiany ziemniaka skrajnie rozniace sig¢
poziomem tolerancji na suszg - Gwiazde — odmiang o zigkszonej tolerancji na suszg i Oberon -
odmiana wrazliwa (Boguszewska i in. 2017). W Banku Genow Ziemniaka (IHAR-PIB, Oddziat
w Boninie) zamoéwiono przygotowanie roslin in vitro tych odmian przez propagacje z
materiatow wyjsciowych. Wysadzono je w fitotronie i po osiagnigciu petni rozwoju (14 dni
aklimatyzacji w warunkach optymalnych (21°C, wilgotno$¢ 80%, 16h dnia, 8h nocy) poddano
suszy glebowej i stresowi wysokiej temperatury. Badania prowadzono w 2 powtdrzeniach
biologicznych (w dwoch terminach) i czterech kombinacjach: (1) rosliny podlewane, rosngce w
optymalnych warunkach temperaturowych (21°C, kontrola), (2) ro$liny niepodlewane, rosngce
w optymalnych warunkach temperaturowych (susza), (3) rosliny podlewane i poddane wysokiej
temperaturze (38°C) oraz (4) rosliny niepodlewane i poddane wysokiej temperaturze. Materiat
roslinny pobierano nastepnego dnia (po 12 h) oraz po 3, 6, 9 i 12 dobach od zastosowaniu
danego stresu. W kazdym terminie z trzech ro$lin pobrano liScie ztozone z trzeciego lub
czwartego pietra liczac od szczytowego stozka wzrostu. Liscie ucierano w cieklym azocie na
proszek, z korego dla kazdej trojki pobrano po trzy proby techniczne po 50 mg kazda. Z prob
izolowane catkowite RNA za pomocg zestawu MagMAX™ Plant RNA Isolation Kit
(ThermoFisher Scientific) na robocie KingFisher DuoPrime (ThermoFisher Scientific). Jakos§¢
oraz koncentacja RNA oznaczane spektrofotometrycznie na  spektrofotometrze
mikroptytkowym Epoch. Przepisano je na cDNA za pomoca zestawu AccuScript HighFidlty
1st Strand cDNA Synthesis Kit (Agilent) dodajac po 300 ng RNA do kazdej reakcji odwrotnej
transkrypcji. Aby zapewni¢ wystarczajaca ilos¢ c¢cDNA do badan, kazda probe RNA
przepisywano w szesciu reakcjach o tgcznej objetosci 120 ul. Uzyskane ¢cDNA stanowito
matrycg do reakcji PCR w czasie rzeczywistym wykonanych na termocyklerze CFX96 Touch
(BioRad) za pomoca zestawu FastStart SYBR Green Master (Roche). Badano poziom ekspresji
dziesieciu genow HKG kodujacych mRNA:

1. Czynnik elongacji la (ef1a),
2. aktyne (act),
3. tubuling (tub),
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dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (gapdh),
fosforybozylotransferaze adenylowsa (aprt),

60S biatko rybosomalne L8 (I8),

Culling 3A (cul3),

oksydaze¢ cytochromowg 1 (COX)

cyklofiling (cyc).

0. 18S RNA

Genem kontrolnym w tym doswiadczeniu byt RAB18. Zmierzono poziom ekspresji tego
genu w warunkach suszy oraz suszy i wysokiej temperatury wzgledem wybranego genu
HKG. W celu pomiaru poziomu jego eskpresji zaprojektowano wlasne startery specyficzne
dla wariantu tego genu wystepujacego w Solanum tuberosum.

2Eo©Ooo~N A~

Wyniki i dyskusja

Uzyskane preparaty RNA charakteryzowaty si¢ wysoka jako$cig spektrofotometryczng
(stosunek absorbancji 260/280 byt 2 zakresie 2,1 do 2,3) i dobra koncentracja (od 200 do 800
ng RNA w 1 mikrolitrze preparatu, okoto 70 mikrolitrow na preparat). Wstepne badania
wykazaty, ze do produkcji cDNA, ktore stanowi dobra matryce do ilosciowego qPCR
optymalna koncentracja RNA w reakcji odwrotnej transkrypcji wynosi 300 ng/20 ul. Przy takim
stezeniu warto$ci Cq uzyskiwane dla badanych gendéw miescily si¢ w zakresie 15-35 cykli.

Tabela 1. Srednie z wartosci Cq uzyskanych dla badanych genéw HKG oraz wzorcowego genu zwigzanego ze stresem

(rab18). 1-12 — dni trwania stresu. O — Oberon. G — Gwiazda. 21 — temperatura pokojowa, 38 — temperatura stresu
termicznego. P — rosliny polewane (kontrolne), BP — rosliny niepodlewane (susza).

Cox 1 tub L8 gapdh act cyc aprt efla 18SRNA | cul3a rab18

1021P 31,31 29,28 31,50 32,89 32,37 29,28 27,79 27,11 18,71 32,25 32,30

1021BP 30,40 29,34 27,02 29,02 35,54 29,34 27,52 26,09 17,45 27,46 25,40

1038pP 28,38 27,26 25,10 26,60 33,48 27,26 26,26 24,70 16,46 31,21 31,09

1038BP 28,10 28,00 25,98 28,66 34,59 28,00 25,89 25,31 17,65 26,91 25,29

1G21pP 28,19 27,95 25,41 27,81 32,80 27,95 26,68 24,98 17,15 31,47 31,47
1G21BP 28,78 29,19 25,74 28,32 35,11 29,19 27,44 25,64 17,49 25,51 23,75
1G38P 29,40 30,85 27,82 28,12 34,07 30,85 29,11 28,06 17,71 27,97 26,52

1G38BP 32,51 30,29 31,49 28,82 33,89 30,29 33,12 27,18 18,81 23,90 29,82

3021P 29,66 25,44 25,06 25,65 33,15 25,44 24,15 24,31 17,87 32,73 31,68

3021BP 28,50 27,37 24,60 25,21 33,43 27,37 24,31 23,98 17,42 23,02 21,34

3038P 27,75 26,65 24,51 25,15 33,40 26,65 24,35 23,65 17,61 24,36 22,86
3038BP 26,38 26,54 22,93 24,44 32,49 26,54 22,33 22,39 16,56 17,04 15,54
3G21P 22,48 31,93 28,30 29,16 33,74 31,93 28,78 27,92 17,26 21,61 19,91

3G21BP 25,40 27,76 23,80 24,55 31,61 27,76 25,19 23,19 16,02 19,77 18,20

3G38P 25,25 24,90 22,93 24,28 30,83 24,90 23,39 22,12 16,43 19,38 17,78

3G38BP 28,05 23,10 23,29 24,86 29,96 23,10 23,56 22,09 17,38 21,77 20,12

6021P 27,00 | 2720 | 22,59 | 24,44 | 3034 | 27,20 | 22,65 | 22,53 16,75 | 20,0 | 18,17
6021BP 26,82 | 2531 | 2373 | 2467 | 31,11 | 2531 | 2325 | 2319 | 16,85 19,53 18,08
6038P 2579 | 2637 | 2407 | 2468 | 31,06 | 2637 | 2373 | 2311 16,68 19,28 17,88
6038BP 2540 | 2555 | 2416 | 2766 | 33,21 | 2555 | 23,93 | 2319 | 16,89 19,19 17,67
6G21P 2412 | 2465 | 23,69 | 2532 | 30,74 | 2465 | 2319 | 22,91 16,72 17,72 16,01
6G21BP 2373 | 2463 | 2306 | 2410 | 3000 | 2463 | 2254 | 2261 16,01 16,86 15,09
6G38P 2527 | 2625 | 2826 | 2571 | 3091 | 2625 | 2576 | 2398 | 17,78 18,35 15,85
6G38BP 2537 | 2518 | 2485 | 2526 | 3029 | 2518 | 23,07 | 2337 | 17,32 | 2631 17,07
9021P 2829 | 2375 | 2364 | 238 | 3008 | 2375 | 2276 | 2279 | 1688 | 2010 | 1854
9021BP 26,50 | 2450 | 22,94 | 2298 | 3040 | 2450 | 2312 | 21,9 16,79 17,19 15,79
9038pP 2619 | 2624 | 27,20 | 2640 | 31,31 | 2624 | 2309 | 22,95 18,48 | 22,10 | 17,86
9038BP 2444 | 2519 | 23,82 | 27,71 | 31,09 | 2519 | 2392 | 2263 16,73 17,41 16,01
9G21P 2410 | 2475 | 23,69 | 2449 | 2942 | 2475 | 2372 | 2240 | 1642 17,19 15,77
9G21BP 2490 | 2416 | 23,73 | 2436 | 3005 | 2416 | 2369 | 2259 | 1654 | 18,57 17,25
9G38P 32,14 | 3878 0,00 31,06 | 3488 | 3878 brak 27,18 | 3044 | 2422 | 21,01
9G38BP 2501 | 2600 | 2465 | 2606 | 3054 | 2600 | 2443 | 2336 | 17,36 | 21,12 19,70

12021P 26,89 24,44 23,12 24,87 29,61 24,44 22,81 22,03 17,01 19,98 18,47
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12021BP 27,54 27,50 23,61 23,44 31,13 27,50 23,41

22,76

16,81 16,53 15,12

12038P 25,31 27,81 23,64 23,88 30,57 27,81 23,45

23,02

15,94 17,21 15,73

12038BP 25,83 31,92 27,99 30,08 32,49 31,92 27,60

27,46

15,90 20,41 19,31

12G21P 25,23 26,25 23,69 24,04 30,47 26,25 23,64

22,61

17,07 17,91 16,62

12G21BP 24,33 28,03 24,04 23,08 28,38 28,03 23,68

22,90

15,56 15,70 14,52

12G38pP 23,67 27,79 23,59 23,63 29,56 27,79 23,16

22,76

17,58 16,93 15,85

12G38BP

25,99 32,65 29,23 30,27 36,33 32,65 27,79

27,93

18,59 22,22 19,44
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Analizowane geny

Rys 1. Zakres zmian wartosci Cq badanych gendw. Prostokqty oznaczajg
zakres w ktdrym miesci sie 95% wartosci Cq dla danego genu, a stupki btedu
wyznaczajq wartosci minimalne i maksymalne.

Wartosci

Zakres  wartoS$ci
poszczegblnych

warunkach  kontrolnych i
sresowych oraz dla obu
badanych odmian byt bardzo
zmienny. Najmniejsza
zmienno$¢ obserwowano do
efla, aprt oraz 18S RNA.
Najbardziej zmienny zakres
waro$ci Cq mial gen cul3a.
Zakrej tej zmienno$¢i oraz jej
maksymalne i  minimalne
warto$ci praktycznie
pokrywaty si¢ z
obeserwowanymi dla genu
indukowanego przez stres —
rab18. Swiadczy, to o tym, ze
w zastosowanych warunkach
eksperymentalnych, gen ten
jest indukowany przez zadane

Cq dla
genow  w

stresy 1 potencjalnie moze
stanowi¢ ich marker. Badania
w  tym  zakresie  beda
kontynuowane.

Cq uzyskane dla badanych gendéw analizowano za pomoca RefFinder,

kompleksowego narzgdzia internetowego, opracowane do oceny i przeszukiwania genow
referencyjnych na podstawie obszernych eksperymentalnych zbioréw danych. RefFinder
integruje obecnie dostepne gltdwne programy obliczeniowe (geNorm, Normfinder, BestKeeper
i metoda porownawcza Delta-Ct) w celu porownania i uszeregowania testowanych genow
referencyjnych pod wzgledem ich stabilno$ci. Analiza wykonana za pomocg tego narzedzie
wykazata, ze najwigkszg stabilno$¢ eskpresji posiadaja geny kodujace mRNA efla oraz aprt

Comprehensive gene stability
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Ry 2. Ranking stabilnosci badanych gendw metabolizmu podstawowego wyznaczony na podstawie analizy ich
wartosci Cq uzyskanych w warunkach kontrolnych i stresowych. OS Y przedstawia wartosci wyrazajgce zmiennos¢

poziomu ekspresji danego genu przy wartosci 1 oznaczajgcej brak zmiany.

(Rys. 1). Oznacza to, ze ekspresja tych gendw zmienia si¢ w minimalnym stopniu niezaleznie
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do odmiany ziemniaka czy zadanego stresu i mogg stanowi¢ gen referencyjny do normalizacji
wynikow uzyskanych w analizie eskpreseji genéw zwigzanych ze stresem. W omawianym
doswiadczeniu najmniej stabilny byt gen kodujacy mRNA cul3a, ktoérego zmienno$¢ ekspres;ji
byla porownywalna z obserwowang dla genu indukowanego przez stres — rab18 (Rys. 1).
Podobne wyniki uzyskano w pracy Tang i in. (2017), w ktorej analizowano stabilno$¢ ekspres;ji
genow referencyjncych w roslinach ziemniaka poddanych stresowi suszy oraz steresowi
osmotycznemu. W zastosowanych przez ten zespot badawczy warunkach, najbardziej stabilnym
mRNA byt efla a najmniej stabilnym cul3a. Jendocze$nie w pracy tych autoréw niska
stabilno$¢ wykazywal gen aprt, ktéry w omawianym wyzej do$wiadczeniu w Boninie, byt
drugim pod wzgledem stabilno$ci genem. Ta réznica moze wynika¢ z faktu, ze w
doswiadczeniu w Boninie analizowano jednocze$nie stabilnos¢ w warunkach suszy oraz suszy
i wysokiej temepratrury, podczas gdy Tang i in. (2017) analizowali stres suszy i stres
osmotyczny.

Jako gen kontrolny, ktory powinien by¢ indukowany w warunkach stresow zastsowoanych w
doswiadczeniu fitotronowym wybrano gen kodujacy mRNA rab18. Wyniki pomiaru jego
ekspresji przedstawiono w Tabeli 1. Ekspresja genu RAB18 zwigkszyta si¢ wyraznie u odmiany
Gwiazda po 12 godzinach trwania stresu suszy, przy czym w temperaturze pokojowej ten wzrost
byt znacznie wiekszy niz w warunkach stresu termicznego (38°C). W kolejnych dniach trwania
suszy w obu temperaturach ekspresja mRNA rab18 byta na podobnym poziomie w roslinach
kontrolnych (podlewanych) i poddanych stresowi suszy. Dopiero po 12 dniach, gdy rosliny
zaczely intensywnie wigdnac, poziom ekspresji rab18 ponownie wzrost. W przypadku odmiany

Tabela 1. 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). Wartosci
podane w kolumnie Ekspresja oznaczajq ile razy wiecej mRNA genu rab18 byto w roslinach nie podlewanych (susza)
w poréwnaniu do roslin podlewanvch (kontrolnvch).

Gwiazda Oberon
Dni 21°C 38°C 21°C 38°C
Ekspresja | SD (+/-) | Ekspresja | SD (+/-) | Ekspresja | SD (+/-) | Ekspresja | 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 0,02 865,03 266,94 66,80 5,78
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, wrazliwej na susze, ekspresja mRNA rab18 byta podwyzszony po 12 h, jednak jej
szczyt nastapil dopiero trzeciego dnia dziatania stresu, zarowno w temperaturze pokojowej jak
i warunkach wysokiej temperatury (Tabela 1)

Poroéwnanie poziomu ekspresji tego genu migdzy odmianami wykazato, ze w liSciach roslin

odmiany Oberon poziom ekspresji tego genu byt

dni 21°C | 38°C | generalnie wyzszy niz w odmianie Gwiazda (Tabela 2).
1 0.2 103 | Wyjatkiem byl termin po 12 godzinach w temperaturze
. — pokojowej, kiedy poziom ekspresji mRNA Rabl8 byl
6706,2 (346,4| . e . . 1 .

nieco ponad pigciokrotnie wyzszy w ro$linach odmiany

6 13 74 | Gwiazda oraz po 12 dniach, kiedy byt zblizony u obu
9 9,1 13,2 | odmian w warunkach stresu termicznego. Spektakularng
12 32 0,9 | roznicg obserwowano w ftrzecim dniu suszy w

temperaturze pokojowej, kiedy poziom ekspresji RAB18
byt ponad 6000 razy wigkszy u odmiany Oberon. W tym
samym dniu w wysokiej temperaturze, wzrost byt u
Oberona ponad 300-krotny (Tabela 2).

Tabela 2. Ekspresja mRNA rabl8 w
roslinach odmiany Oberon w stosunku
do ekspresji tego genu w odmianie
Oberon. Prezentowane wartosci
wskazujq ile razy wiecej jest mRNA
rab18 w roslinach odmiany Oberon w
pordéwnaniu z odmiang Gwiazda.

Geny RAB zarowno u zwierzat jak i u roslin koduja
rodzing GTPaz, ktore wplywajg na roézne aspekty
transportu btonowego, co w konsekwencji wptywa na
wiele funkcji i odpowiedzi komérkowych (Tripathy i in. 2021). W poréwnaniu z drozdzami i
ssakami u ro$lin wyewoluowaty specyficzne RAB. GTPazy RAB tworzg u ro$lin najwieksza
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rodzing matych biatek wigzacych trojfosforan guanozyny (GTP) i sg podzielone na osiem
podrodzin o nazwach RAB1, RAB2, RAB5, RAB6, RAB7, RAB8, RAB11 i RAB18. Biatka
RAB odgrywaja kluczowa role w wewnatrzkomoérkowym transporcie i cytokinezie, w autofagii,
interakcjach roslin z mikroorganizmami oraz w biotycznych i abiotycznych reakcjach na stres
(Tripathy i in. 2021). Gen RAB18 w wielu publikacjach wigzano z odpowiedzig na stres suszy
w ro$linach ziemniaka (Wang i in. 2021, Pieczynski i in. 2018, Pieczynski i in. 2013,
Kappachery i in. 2015). W $wietle literatury i uzyskanych wynikdéw geny RAB warto przebad¢
jako potencjalne markery tolerancji na stres suszy i wysokiej temperatury.

Whioski

1. Optymalnymi genami referencyjnymi do normalizowania poziomu ekspresji genow
indukowanych przez stresy suszy i wysokiej temperatury sa geny eF'/o oraz APRT.

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

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

Literatura

1. Boguszewska-Mankowska, D.; Pieczynski, M.; Wyrzykowska, A.; Kalaji, H.M.; Sieczko, L.; Szweykowska-
Kulinska, Z.; Zagdanska, B. Divergent strategies displayed by potato (Solanum tuberosum L.) cultivars to cope with
soil drought. J. Agron. Crop Sci. 2018, 204, 13-30.

2. Kappachery S., Yu JW., Baniekal-Hiremath G., Park SW. 2013. Rapid identification of potential drought tolerance
genes from Solanum tuberosum by using a yeast functional screening method. C. R. Biologies, 336:530-545.

3. WangQ., GuoC., LiZ,Sunl., Deng Z., Wen L., Li X., Guo Y. 2021. Potato NAC Transcription Factor StNAC053
Enhances Salt and Drought Tolerance in Transgenic Arabidopsis. Int. J. Mol. Sci.,22,2568.
https://doi.org/10.3390/ijms22052568

4. Tripathy KM., Deswal R., Sopory KS.2021. Plant RABs: Role in Development and in Abiotic and Biotic Stress
Responses. Current Genomics, 22(1). https://doi.org/10.2174/1389202922666210114102743

5. Pieczynski M, Wyrzykowska A, Milanowska K, Boguszewska-Mankowska D, Zagdanska B, Karlowski W,
Jarmolowski A, Szweykowska-Kulinska Z. Genomewide identification of genes involved in the potato response to
drought indicates functional evolutionary conservation with Arabidopsis plants. https://doi.org/10.1111/pbi.12800
Mierniki dla tematu badawczego 6 (podaé w tabeli)

Lp. Miernik® warto$¢ warto$é
miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana

1 Liczba badanych odmian 2 2

2 Liczba badanych genow 11 11

4. Prezentacja wynikow badan — nie planowano w 2021

Prezentacja wynikéw na konferencjach

podana w opisie zadania

|p_ konferencja prezentacja7 Liczba prezentacji Liczba prezentacji
podana w opisie zadania zrealizowana

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Ip. monografia/czasopismo publikacja® Liczba publikacji Liczba publikacji

zrealizowana

2 Podaé miernik — np. ilo§¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
7 Podaé, czy chodzi o wyktad plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.
8 Poda¢, czy chodzi o publikacje oryginalna, czy np. polemika, list do edytora, rozdziat w monografi etc.
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5. Adres, pod ktorym wyniki badan sg dostepne na stronie internetowej wnioskodawcy:
http://bip.ihar.edu.pl/artykuly/29/badania-podstawowe-na-rzecz-postepu-biologicznegqo-w-
produkcji-roslinnej-w-latach-2021-2027

6. Miernik zadania - stopien realizacji

Warto$¢ miernika Wartos¢ ., .
_ I A Stopien realizacji
Lp. miernik podana w opisie miernika R
. ; miernika
zadania zrealizowana
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
11 Ilo$¢ genotypow 50 50 100%
1.2 Parametry morfologiczno- fizjologiczne roslin 7 7 100%
1.3 Parametry oceny plonu 7 7 100%
temat badawczy 2
2.1 Ilo$¢ genotypoéw 50 50 100%
2.2 Parametry morfologiczno- fizjologiczne 5 5 100%

temat badawczy 3

3.1 Metoda przygotowania materiatu do
mikroskopii §wietlnej wybrana na podstawie
przeprowadzenia optymalizacji procedury
przygotowania preparatow mikroskopowych.
Wybrana metoda gwarantuje uzyskanie 1 1 100%
najlepszego obrazu struktury przy
jednoczesnym zminimalizowaniu ryzyka
wystapienia artefaktow zwigzanego z
preparatyka.

3.2 Wykonanie preparatéw dla kazdej testowanej
metody (szkietka mikroskopowe z przekrojami 10 10 100%
poprzecznymi lisci o grubo$ci 4 — 20 pm).

temat badawczy 4

4.1 Metoda przygotowania materiatu do
transmisyjnej mikroskopii elektronowej
wybrana na podstawie przeprowadzenia
optymalizacji procedury przygotowania 1 1 100%
preparatow mikroskopowych z
wykorzystaniem réznych rodzajéw utrwalacza
oraz zywicy akrylowej

4.2 Wykonanie preparatow dla kazdej

testowapej metody (siatki _ni-krlo.we z 10 10 100%
przekrojami poprzecznymi lisci o grubos$ci
ok. 100 nm).
temat badawczy 5
5.1 Optymalizacja warunkéw do$wiadczenia 1 1 100%
5.2 | Oznaczenie ABA 1 1 100%
5.3 | Analiza proteomu 1 1 100%
54 | Tlos¢ genotypow 2 2 100%
temat badawczy 6
6.1 Liczba badanych odmian 2 2 100%
6.2 Liczba badanych gendéw 11 11 100%
SREDNIA
% 100
REALIZACJI
ZADANIA
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Sporzadzono:

Piecze¢ jednostki Osoba reprezentujaca jednostke Kierownik zadania

data podpis i pieczeé podpis
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