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Streszczenie

Celem prezentowanych badan bylo okreslenie poziomu i zréznicowania tolerancji na
chtod (13/10°C dzien/noc) siewek sorga (Sorghum bicolor (L.) Moench) oraz
okreslenie procesow i cech, ktore odgrywaja decydujaca role w tolerancji stresu chtodu

u tego gatunku.

Badania wykonano na sze$ciu liniach rodzicielskich sorga (M71, SS79, Etian, Keller,
Ji2731, Btx623) - bedacych liniami wyjsciowymi wielu populacji mapujgcych
uzywanych obecnie w hodowli, genetyce molekularnej i genomice gatunku oraz
czterech populacjach mapujacych (JXE, SxM, SxJ, SxE) i ich liniach rodzicielskich,
0 ré6znym stopniu tolerancji na chtoéd. W ramach niniejszej pracy przeprowadzono trzy
grupy doswiadczen. W pierwszej grupie doswiadczen przeprowadzono fizjologiczng
charakterystyke 2 linii rodzicielskich sorga (M71, SS79), gdzie oceniano fizjologiczne
reakcje czedci nadziemnej i korzenia na stres chtodu, sygnaty komunikacji korzenie-
licie oraz przewodno$¢ hydrauliczng korzeni sorga w warunkach chtodu. W drugiej
grupie doswiadczen przeprowadzono fizjologiczne fenotypowanie wszystkich
badanych 6 linii rodzicielskich sorga, gdzie oceniano: fizjologiczne reakcje cze¢$ci
nadziemne] na stres chtodu oraz zdolnosci adaptacyjne do warunkow chiodu
hartowanych suszg siewek. W trzeciej grupie do$wiadczen przeprowadzono
fizjologiczne fenotypowanie 4 populacji mapujacych i ich linii rodzicielskich, gdzie

oceniano fizjologiczne reakcje czes$ci nadziemnej na stres chtodu.

Siewki w fazie trzeciego liscia poddano dziataniu chiodu (13/10°C, dzien/noc)
w komorze wzrostowej przez pig¢ dni, a nastepnie pieciodniowemu okresu zdrowienia
(recovery) w normalnych warunkach wzrostu (25/20°C, dzien/noc). Pomiary
wykonano bezposrednio przed chlodzeniem oraz codziennie podczas traktowania
chtodem i recovery. Reakcje fizjologiczne ro$lin okreslono na podstawie zmian:
efektywnej wydajnosci kwantowej fotosystemu II (PSIl) mierzac fluorescencje
chlorofilu a (fluorymetr PAM 2000), stanu aparatow szparkowych (porometr Delta T),
potencjatu osmotycznego lisci i korzeni (osmometr Osmomat 030-D 300), zawartosci
kwasu abscysynowego (ABA) w lisciach, korzeniach i soku ksylemu (ELISA), pH soku
ksylemu (pH metr pH 211), zawartosci drobnoczasteczkowych antyoksydantow
(metoda spektrofotometryczna wykorzystujgca rodnik DPPH), wyptywu elektrolitow

z tkanek roslinnych (konduktometr CC-550), zazielenienia lisci - na podstawie pomiaru
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ogoélnej zawartosci chlorofilu (SPAD-502 Plus) oraz pomiaru przewodnictwa

hydraulicznego korzeni (aparat HPFM).

Juz w pierwszym dniu traktowania chtodem odnotowano znaczny spadek efektywnej
wydajnosci kwantowej PSII u wszystkich szesciu linii rodzicielskich sorga oraz linii
populacji mapujacych 1 ich linii rodzicielskich. W tym czasie nie zaobserwowano
jednak zamykania aparatow szparkowych. Dopiero po zakonczeniu oddzialywania tego
stresu, w czasie recovery, aparaty szparkowe przymykaly sie, co powodowato
substratowe ograniczenia w efektywnej wydajnosci kwantowej PSIl. Najwicksze
réznice w efektywnej wydajnosci kwantowej PSIl migdzy liniami obserwowano na
pozniejszym etapie chlodzenia i w czasie recovery. Roznice migdzy liniami
spowodowane byty przez spadek wydajnosci fotosyntetycznej wskutek zamkniecia
aparatow szparkowych u linii wrazliwych, co skutkowato brakiem zdolnosci
odzyskania przez nie wydajnosci fotosyntetycznej po zakonczeniu chtodzenia.
Zaobserwowano tez wigksze zroznicowanie przewodno$ci szparkowej miedzy
wrazliwymi i tolerancyjnymi mieszancami populacji mapujacych podczas recovery niz
w trakcie dziatania stresu chlodu. Linie tolerancyjne szybciej otwieraly aparaty
szparkowe podczas recovery, przywracajac wydajnos¢ fotosyntetyczng, w porownaniu
z wrazliwymi. Drugim parametrem wyraznie rdznicujagcym linie w warunkach chtodu
byt spadek potencjalu osmotycznego lisci oraz korzeni i osmotyczna adaptacja do
warunkow tego stresu. W trakcie trwania chlodu dochodzitlo do uruchamiania
mechanizmu osmoregulacji 1 gromadzenia w lisciach substancji osmotycznie
czynnych. Roznice genotypowe widoczne byty tak podczas chtodzenia jak i recovery.
Wystepowaly tez duze roznice w reakcji korzeni siewek linii sorga na chtod. U linii
wrazliwej na ten stres (SS79) korzenie wykazywaly wigkszy stres oksydacyjny
W poréwnaniu z tolerancyjng linia (M71). Chtéd dziatajacy na siewki sorga
spowodowal wzrost zawartosci kwasu abscysynowego (ABA) w lisciach u prawie
wszystkich badanych linii, jednak u linii tolerancyjnych wzrost byt bardziej wyrazny.
U wszystkich sze$ciu badanych linii rodzicielskich w czasie kiedy doszto do
zwigkszenia zawartosci ABA w lisciach, dochodzilo tez do spadku przewodnosci
szparkowej w lisciach, co wskazuje na udziat ABA w przymykaniu aparatow
szparkowych w warunkach chtodu. Wyzszy poziom ABA w lisciach w warunkach
chlodu byt réwniez skutkiem zwiekszonego transportu ABA z korzeni do czeSci

nadziemnych siewek, co objawiato si¢ podwyzszonym stgzeniem ABA w soku



ksylemu. Podczas dziatania chtodu doszto do alkalizacji soku ksylemu, zwigkszajacej
sekwestrowanie ABA w wyniku ,,putapki anionowej”, a tym samym powodujacej
akumulacj¢ ABA w rejonach jego dziatania np. w komoérkach szparkowych. W trakcie
trwania recovery zaobserwowano rowniez wzrost zawartosci ABA w lisciach oraz jego
stezenia w soku ksylemu. Pomiary zawartosci ABA u linii rodzicielskich oraz populacji
mapujacej JXE (176 linii) potwierdzily istotng role akumulacji ABA w tolerancji na
niskg temperaturg. W Dbadaniach zaobserwowano ogromne zrdéznicowanie
w fizjologicznych parametrach w obregbie linii badanych populacji mapujacych,
a roznice migdzy badanymi liniami sg bardziej wyrazne podczas recovery niz podczas

chtodzenia.

Ogromne zréznicowanie w zakresie reakcji i tolerancji na chtdéd u sorga sugeruje, ze
ukierunkowana selekcja i hodowla moze przyczyni¢ si¢ w krotkim czasie do stworzenia

nowych odmian o zwigkszonej odpornosci na stres chtodu.



Summary

The aim of the presented study was to determine the level and the differentiation of
chilling tolerance (13/10°C day/night) in sorghum seedlings (Sorghum bicolor (L.)
Moench) and to identify the processes and traits that play a significant role in low
temperature stress tolerance of this species. The study was conducted on six sorghum
parental lines (M71, SS79, Etian, Keller, Ji2731, Btx623) - which are the founding lines
of many mapping populations currently used in breeding, molecular genetics, and
genomics of the species - as well as on four mapping populations (JXE, SXM, SxJ, SXE)

and their parental lines, with different degrees of chilling tolerance.

Within this work, three groups of experiments were conducted. In the first group of
experiments, a physiological characterization of two sorghum parental lines (M71,
SS79) was performed, assessing the physiological responses of the shoot and root to
low temperature stress, root-to-shoot signaling, and the hydraulic root conductance of
sorghum under chilling conditions. In the second group of experiments, physiological
phenotyping of all six sorghum parental lines was carried out, evaluating the
physiological responses of the shoot to low temperature stress and the adaptive capacity
of drought-hardened seedlings to chilling conditions. In the third group of experiments,
physiological phenotyping of four mapping populations and their parental lines was
conducted, focusing on the physiological responses of seedlings to chilling stress.

Seedlings at the third-leaf stage were exposed to chilling temperature (13/10°C,
day/night) in a growth chamber for five days, followed by a five-day recovery period
under normal growth conditions (25/20°C, day/night). Measurements were taken
immediately before the chilling, and then during chilling and recovery periods. The
physiological responses of plants were assessed based on changes in effective quantum
yield of photosystem Il (PSII), measured as chlorophyll a fluorescence (PAM 2000
fluorometer); stomata status (Delta T porometer); osmotic potential of leaves and roots
(Osmomat 030-D 300 osmometer); abscisic acid (ABA) content in leaves, roots, and
xylem sap (ELISA); pH of xylem sap (pH meter pH 211); content of low-molecular-
weight antioxidants (spectrophotometric method using DPPH radical); electrolyte
leakage from plant tissues (conductometer CC-550); leaf greenness based on total
chlorophyll content (SPAD-502 Plus); and hydraulic root conductance (HPFM

apparatus).



A significant decrease in the effective quantum yield of PSII was observed as early as
the first day of chilling treatment across all six sorghum parental lines, as well as the
lines of the mapping populations and their parental lines. However, no stomatal closure
was noted at this stage. Stomatal closure was only observed during the recovery phase,
after the low temperature stress had ceased, which led to substrate limitations in the
effective quantum yield of PSII. The largest differences in photosynthetic efficiency
between the lines were noted at a later stage of low temperature exposure and during
the recovery period. Differences between the lines were caused by a decline in
photosynthetic efficiency due to stomatal closure in sensitive lines, resulting in their
inability to restore photosynthetic efficiency after the low temperature stress ended.
Greater differentiation in stomatal conductance was observed between sensitive and
tolerant hybrids of the mapping populations during the recovery phase compared to the
low temperature stress period. Tolerant lines reopened their stomata more rapidly

during recovery, restoring photosynthetic efficiency compared to the sensitive lines.

The second parameter that distinctly differentiated the lines under chilling conditions
was the decline in osmotic potential of the leaves and roots, indicating osmotic
adaptation to the stress conditions. During low temperature exposure, the osmotic
regulation mechanism was activated, leading to the accumulation of osmotic active
substances in leaves. Genotypic differences were evident both during chilling and
recovery. There were also significant differences in the root response of sorghum
seedlings to low temperature. In the chilling sensitive line (SS79), the roots exhibited

higher oxidative stress compared to the tolerant line (M71).

Chilling exposure of sorghum seedlings resulted in an increase in abscisic acid (ABA)
content in leaves of almost all tested lines; however, this increase was more pronounced
in the tolerant lines. In all six parental lines, the increase in leaf ABA content was
accompanied by a reduction in stomatal conductance, indicating the involvement of
ABA in stomatal closure under chilling conditions. The higher ABA levels in the leaves
during low temperature stress were also a consequence of enhanced ABA transport
from roots to shoots of seedlings, as evidenced by elevated ABA concentrations in the
xylem sap. Chilling exposure led to the alkalization of the xylem sap, which enhanced
ABA sequestration via the "anion trap" mechanism, resulting in the accumulation of

ABA in its target regions, such as guard cells. During the recovery phase, an increase
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in ABA content in leaves and its concentration in the xylem sap was also observed.
Measurements of ABA content in the parental lines and the mapping population JXE
(176 lines) confirmed the significant role of ABA accumulation in chilling tolerance.
The study revealed considerable differentiation in physiological parameters among the
lines of the examined mapping populations, with differences between the tested lines

being more pronounced during recovery than during low temperature exposure.

The substantial differentiation in the responses and chilling tolerance of sorghum
suggests that targeted selection and breeding could rapidly lead to the development of

new varieties with enhanced resistance to low temperature stress.
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Wykaz stosowanych skrotow

ABA - kwas abscysynowy, (abscisic acid)

ACC - kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy

DPPH - 2,2-difenyl-1-pikrylohydrazyl

ELISA - immunometoda, (enzyme-linked immunosorbent assay)

Fm’ - maksymalna wydajnos¢ fluorescencji

Fo’ - minimalna wydajno$¢ fluorescencji

Fv’/Fm’ - maksymalna (potencjalna) aktywnos$¢ fotochemiczna

Fv’ - fluorescencja zmienna

LSD - najmniejsza statystycznie istotna roznica

PG - fosfatydyloglicerol

pKa - moc kwasu

PPW - petna pojemnos¢ wodna

PSII - fotosystem drugi

gP - wygaszanie fotochemiczne

RFT - reaktywne formy tlenu

SPAD - og6lna zawarto$¢ chlorofilu (ang. Soil Plant Analysis Development)
®PSII, YIELD - efektywna (rzeczywista) wydajno$¢ kwantowa fotosystemu
¥m - sity matrycowe

¥p - ci$nienie hydrostatyczne

Yw - potencjat wody

Y - potencjal osmotyczny



1. WSTEP

1.1. Pojecie stresu u roslin

Termin ,,stres” wywodzi si¢ od lacinskiego stowa stringere, co oznacza wymuszac
reakcje. W biologii znane sg rozne definicje tego pojecia. Jedna z nich mowi, ze stres
to czynnik $rodowiskowy potencjalnie niekorzystny dla zywego organizmu (Levitt,
1980). Inna zaktada, Ze jest to zardwno czynnik dzialajacy na organizm, jak i Stan
organizmu wywotany dziataniem tego czynnika (Kacperska, 2012a). Kolejna, z¢ jest
to kazdy stan r6zny od homeostazy (Starck et al., 1995). Jednak stres ma nie tylko
dziatanie destrukcyjne, moze by¢ takze czynnikiem selekcji pozwalajagcym przetrwaé
organizmom o wigkszej odpornoséci (eustres) i mozliwosci przystosowania do
zmiennych warunkéw na zasadzie czgsto wystepujacego w przyrodzie zjawiska

hormezy (Larcher, 1981).

Roéliny ciagle narazone sg na dziatanie réznego typu stresoéw. Wszystkie czynniki
srodowiska, ktorych oddziatywanie na organizm moze doprowadzi¢ do niekorzystnych
zaburzen funkcji i struktury rosliny okre$la si¢ terminem czynnik stresowy albo stresor.
W zaleznos$ci od intensywnosci 1 czasu dziatania czynnika zaburzenia te moga by¢
odwracalne albo nieodwracalne. Przyczyniajg si¢ do zahamowania wzrostu 1 rozwoju
ro$lin, moga takze powodowac trwate uszkodzenia komorek, tkanek 1 organow, a nawet

doprowadzi¢ do $mierci rosliny (Farooq et al., 2009; Taiz and Zeiger, 2010).

Wyrdznia si¢ stresory abiotyczne i biotyczne. Do czynnikow stresowych abiotycznych
naleza:

e temperatura — wysoka, niska (chtod, mroz),

e promieniowanie — wysokie lub niskie natgzenie,

e woda — suche powietrze, susza glebowa, zatapianie,

e zanieczyszczenia gazowe lub pylowe,

e skladniki mineralne — niedobor, nadmiar, zasolenie, metale ci¢zkie,

zakwaszenie, alkalizacja,

e czynniki mechaniczne — wiatr, pokrywa $niezna, powloka lodowa.

Wzrost 1 rozwd¢] ro$lin zalezy takze od interakcji z ozywionymi elementami

srodowiska. Do czynnikow stresowych biotycznych zalicza si¢:
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¢ niekorzystne dziatanie mikroorganizméw (bakterie, wirusy, grzyby),

e wzajemne oddziatywanie roslin roéznych gatunkow (allelopatia, rosliny
pasozytnicze),

e zwierzgta (pasozytnictwo),

e czynniki antropogeniczne (chemiczne $rodki ochrony roslin) (Kacperska,

2012b).

1.2. Stres chlodu

Temperatura jest jednym z glownych czynnikéw decydujacych o zyciu
I rozprzestrzenianiu si¢ roslin na kuli ziemskiej. Wzrost ro$lin jest wynikiem szeregu
reakcji biochemicznych, a procesy te wymagaja optymalnej temperatury dla
normalnego funkcjonowania. Optimum temperaturowe moze by¢ rézne dla roznych
procesoOw biochemicznych, jest zalezne od gatunku, jego przystosowania do
srodowiska, typu tkanki, czy tez stadium wzrostu i rozwoju rosliny. Odchylenie od
optymalnych warunkow jest wiec czynnikiem stresowym, ktory zakldca normalne
procesy fizjologiczne, a tym samym wptywa na zahamowanie wzrostu i rozwoju roslin,
nastepnie wywotuje odwracalny spadek szybkosci proceséw zyciowych, uszkodzenia

tkanek 1 organow, a w koncu nieodwracalne uszkodzenia i §mier¢ ro$liny.

W  warunkach klimatu umiarkowanego stres spowodowany niska temperaturg
ogranicza albo nawet eliminuje wzrost oraz plonowanie wielu roslin, szczegdlnie
dotyczy to gatunkow roslin pochodzenia subtropikalnego i tropikalnego (Lukatkin et
al., 2012; Mahajan and Tuteja, 2005; Soualiou et al., 2022; Zhou et al., 2021). Ze
wzgledu na réznorodne zakresy temperatury oraz specyfik¢ mechanizmoéw odpornosci

na niskg temperatur¢ mozna wyroznic trzy kategorie roslin (Kacperska, 2012a):

e rosliny wrazliwe na chtod, ktore ulegaja uszkodzeniu i ging w temperaturze
wyzszej od temperatury zamarzania wody,

¢ ro$liny wrazliwe na zamarzanie, ktore toleruja spadek temperatury jedynie do
chwili rozpoczecia krystalizacji wody w tkankach,

¢ rosliny tolerujgce zamarzanie, ktore po okresie wzrostu w warunkach chtodu sa
w stanie przetrwa¢ pozakomorkowa krystalizacje wody 1 zwigzane z tym

zjawisko odwodnienia komorek.
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Stres chtodowy obejmuje temperature od 0° do 15°C. Uszkodzenia wywotywane tymi
temperaturami nazywane sg uszkodzeniami chtodowymi (Levitt, 1980). Szybkos¢
powstawania, stopien i odwracalno$¢ tych uszkodzen zalezy od: zakresu temperatury,
czasu dzialania, szybkosci jej obnizania, warunkow wzrostu poprzedzajacych
chtodzenie, a takze gatunku i etapu rozwoju rosliny (Soualiou et al., 2022; Taiz and
Zeiger, 2010).

Istniejg rozne teorie dotyczace pierwotnej odpowiedzi roslin na dziatanie chtodu, ktore
thumacza powstawanie uszkodzen ro$lin spowodowanych niska temperaturg. Jedna
Z nich zaktada, ze pod wptywem niskiej temperatury dochodzi do zaburzen w budowie
oraz funkcjonowaniu bton cytoplazmatycznych. Chiéd powoduje przej$cie fazowe
dwuwarstwy lipidowej — ze struktury ptynnokrystalicznej powstaje struktura
krystaliczna (zel). Fosfolipidem zapoczatkowujacym przejscie fazowe w obrgbie bton
jest fosfatydyloglicerol (PG). Reszty nasyconych kwasoéw tluszczowych o wysokiej
temperaturze topnienia, wystepujace w lipofilnej czgsci PG, utatwiajg przejscie fazowe
tego lipidu oraz sgsiadujacych z nim fosfo- i galaktolipidow w niskiej temperaturze
(Lyons, 1973). Skutkami uszkodzenia bton sg wystepujace w roslinach w warunkach
chtodu zaburzenia takie jak: zwigkszenie przepuszczalnosci bton, co prowadzi do
wyplywu elektrolitow i wody z komorek (Simon, 1974), zmiana energii aktywacji
I konformacji wielu enzyméw zlokalizowanych w btonach (Lyons et al., 1979),
aktywacja enzyméw lipolitycznych, co powoduje zaburzenia metabolizmu
komorkowego i nagromadzenie w ro$linie szkodliwych metabolitow (Wilson and
McMurdo, 1981), czego konsekwencja sa uszkodzenia komorek i tkanek, a w koncu

Smier¢ ro$liny.

Wedtug innej teorii, w wyniku obnizenia temperatury dochodzi do nagtej depolaryzacji
plazmolemy i otwarcia kanatldéw wapniowych w tej btonie, co powoduje wnikanie
jonow wapnia do wngtrza komorek i1 nagly wzrost ich stezenia w cytozolu (Minorsky,
1985). Akumulacja wapnia zwieksza turgor komoérek i sprawia, ze aparaty szparkowe
pozostajg otwarte, co powoduje, ze transpiracja przewyzsza pobieranie wody przez
korzenie, przyczyniajac si¢ do wiedniecia ro§lin. W warunkach chtodu zmniejsza si¢
pobieranie wody przez korzenie i jej transport w obrebie rosliny, spowodowane przez
wzrost oporu dyfuzyjnego korzeni dla wody (McWilliam et al., 1982). Cht6d zmienia

takze wlasciwosci fizyczne wody, zwigkszajac gestos¢ 1 lepkos¢, co dodatkowo
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utrudnia pobieranie jej przez rosling oraz wptywa na deficyt wody w roslinie, co zostato
potwierdzone w licznych pracach (McWilliam et al., 1982; Wilson and McMurdo,
1981; Wolfe, 1991).

Objawami niekorzystnego wplywu niskich temperatur chtodowych moga byc¢:
zahamowanie wzrostu lisci, wiedniecie lisci, chlorozy, nekrozy, czy nawet $mier¢
rosliny (Liu et al., 2018; Lukatkin et al., 2012). Pojawiajacy si¢ na poczatku fazy
wzrostu chtod moze ogranicza¢ rozwoj siewek w okresie kietkowania i wschodow,
a takze ostabia¢ ich dalszy wzrost (Yu et al., 2004). Rosliny rosnagce w warunkach
chlodu wykazuja ograniczenie tempa wzrostu, co moze objawiaé si¢ niewielkim
przyrostem suchej masy (Sowinski et al., 2005; Verheul et al., 1996), a takze
zahamowaniem rozwoju systemu korzeniowego (Richner et al., 1996; Sowinski et al.,
2005; Zhou et al., 2021).

Skutkiem zmian zachodzacych pod wptywem dziatania chtodu sg zaburzenia zwigzane
z procesami metabolicznymi, w tym zaburzenia przebiegu fotosyntezy (Allen and Ort,
2001; Andrews et al., 1995; Fracheboud et al., 1999; Holaday et al., 2016), zmiany
stopnia otwarcia aparatow szparkowych (Melkonian et al., 2004), czy tez powstawanie
reaktywnych form tlenu, wywotujacych stres oksydacyjny (Prasad, 1996; Raza et al.,
2023). W warunkach niskiej temperatury zmniejsza si¢ pobieranie soli mineralnych
(Mozafar et al., 1993). Konsekwencjag chtodu sa takze zaburzenia roéwnowagi
hormonalnej; w roslinie. U wielu gatunkéw dochodzi do wzrostu zawartos$ci kwasu
abscysynowego (Janowiak et al., 2002), etylenu i jego prekursorow (Antunes and
Sfakiotakis, 2002), natomiast u innych ograniczona jest synteza np. cytokinin
(Todorova et al., 2005).

1.2.1. Sprawno$¢ aparatu fotosyntetycznego roslin w warunkach stresowych

Stresy abiotyczne wptywaja na sprawno$¢ aparatu fotosyntetycznego roslin, ktéra
moze by¢ oceniana m. in. na podstawie pomiarow fluorescencji chlorofilu a (Maxwell
and Johnson, 2000). Fluorescencja chlorofilu a to reemisja energii $wietlnej
pochlonigte] przez anteny energetyczne aparatu fotosyntetycznego. Jest wiec
wskaznikiem energii zaabsorbowanej przez rosling, ktdra nie zostala wykorzystana
W czasie proceséw fotochemicznych oraz nie zostata utracona w postaci ciepta (Kalaji

and Laboda, 2010). Dotychczasowe badania wykazaty, ze w zalezno$ci od gatunku,
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ilo$§¢ energii traconej przez rosliny w postaci fluorescencji wynosi od 2 do 5%
catkowitego zaabsorbowanego S$wiatta, jednak kazdy czynnik zakldcajacy proces
fotosyntezy powoduje jej wyrazny wzrost (Lichtenthaler et al., 1998; Maxwell and
Johnson, 2000).

Relacje pomiedzy przebiegiem fotosyntezy i emisjg fluorescencji chlorofilu jako
pierwsi opisali Kautsky i Hirsch, ktérzy zbadali indukcj¢ fluorescencji po wystawieniu
na promieniowanie li§ci zaadoptowanych do ciemnosci. Stwierdzili oni, ze istnieje
odwrotna zalezno$¢ pomigdzy intensywnoscig fotosyntezy (wyrazonej jako asymilacja

CO2 w czasie), a intensywnoscig fluorescencji (Kautsky and Hirsch, 1931).

Analiza zmian fluorescencji chlorofilu pozwala uzyskaé szczegdtowe informacje na
temat struktury i funkcji fotosystemu Il (PSII) (Murchie and Lawson, 2013). Pomiar
fluorescencji  chlorofilu jest jedna z najbardziej znanych i powszechnie
wykorzystywanych metod w badaniach nad fizjologia stresu roslin (Dabrowski et al.,
2019; Rapacz, 2007; Rapacz et al., 2011). Niewatpliwg zaleta tej metody jest jej
nieinwazyjnos¢, mozliwo$¢ pomiaru in vivo oraz wykonania duzej ilo$ci pomiarow
(Kalaji et al., 2016; Murchie and Lawson, 2013). Pomiar fluorescencji chlorofilu a
wykorzystywany jest w badaniach dotyczacych zmian zachodzacych w aparatach
fotosyntetycznych (w procesie fotosyntezy) pod wplywem dziatania rdéznych
czynnikéw Srodowiskowych, takich jak: chtod (Fracheboud et al., 1999; Koscielniak
and Biesaga-Koscielniak, 2006), susza (Hura et al., 2007; Oukarroum et al., 2007),
zalewanie (Else et al., 2009), czy tez zasolenie (Netondo et al., 2004; Zribi et al., 2009).

Stres chtodu znacznie obniza intensywnos$¢ procesu fotosyntezy szczegolnie u roslin
klimatu tropikalnego i subtropikalnego. Temperatury chlodowe zmniejszajg aktywnos¢
fotosyntetyczng lisci 1 powoduja pojawianie si¢ chlorotycznych plam na lisciach
(Fracheboud et al., 1999). W warunkach chlodu znaczaco obniza si¢ zawarto$¢
chlorofilu w lisciach, moze takze dochodzi¢ do zmian w rozwoju chloroplastow, ich
iloéci 1 strukturze (Kutik et al., 2004; Liu et al., 2018). Spadek tempa fotosyntezy
zwigzany moze by¢ rdwniez ze zmniejszong aktywnos$cig enzymow, ktore biorg udziat
w tym procesie. Niska temperatura powoduje, Ze enzymy, ktére rutynowo uczestnicza
w fotosyntezie, majag malo energii, co spowalnia proces fotosyntezy (Pramod and
Vinay, 2007). Przyczyna uszkodzen aparatu fotosyntetycznego moga byé tez

powstajace w warunkach stresu reaktywne formy tlenu (RFT) wywotujace zmiany
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w funkcjonowaniu bton spowodowane peroksydacjg lipidow (Lukatkin, 2002) oraz
oksydacyjnymi uszkodzeniami biatek (Kingston-Smith and Foyer, 2000).

1.2.2. Funkcjonowanie aparatéw szparkowych w warunkach stresowych

Aparaty szparkowe reaguja na zmiany czynnikéw $rodowiska, takich jak nat¢zenie
Swiatla, temperatura, wzgledna wilgotno$¢ powietrza, miedzykomodrkowe stezenie

COg, czy tez zmiany stezenia hormonu — kwasu abscysynowego (ABA).

Dobowy rytm rozwarcia aparatow szparkowych zalezny jest od $wiatta, wody
I migdzykomorkowego stezenia CO2. Najwicksze rozwarcie aparaty szparkowe majg
w godzinach potudniowych natomiast w godzinach rannych, wieczornych i nocnych

ulegaja przymknigciu.

Dziatajace na ros$ling czynniki stresowe powoduja przymknigcie aparatow
szparkowych w poréwnaniu do poziomu otwarcia w warunkach optymalnych.
Przymykanie aparatow szparkowych regulowane jest na dwa sposoby: hydropasywnie
i hydroaktywnie. Na drodze hydropasywnej komorki szparkowe tracg turgor w wyniku
parowania wody do atmosfery. Hydroaktywne zamykanie aparatoéw szparkowych
indukujg reakcje metaboliczne spowodowane odwodnieniem liSci lub korzeni
i aktywujace synteze kwasu abscysynowego (Willmer and Fricker, 1996). ABA jest
stabym kwasem o pKa rownym 4.8, a wigc im wyzsze jest pH $rodowiska, w tym
wigkszym stopniu czasteczki tego kwasu wystepuja w formie zdysocjowanej. Jony
ABA- nie maja zdolnosci przenikania przez blony w przeciwienstwie do
niezdysocjowanych czasteczek ABA, ktore moga swobodnie przez nie przenikad.
Zmiana stgzenia ABA w poszczegolnych organellach lub organach rosliny nastgpuje
wskutek zmian pH indukowanych w tych strukturach w warunkach stresowych.
Alkalizacja srodowiska dziata wiec jako tzw. ,putapka anionowa” 1 powoduje
akumulacj¢ ABA w danym rejonie komorki lub tkanki, co umozliwia uruchomienie

tancucha sygnatowego (Wilkinson and Davies, 2002) (llustracja. 1).
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lustracja 1. Mechanizm transportu ABA do komérek szparkowych roslin wykorzystujacy
mechanizm putapki anionowej wskutek zmiany pH w ksylemie i cytozolu komorek lisci
(Janowiak, 2011).

W warunkach stresu podwyzszony poziom ABA powoduje przymykanie aparatow
szparkowych, nawet gdy nie wystapity jeszcze zmiany potencjalu wody w komodrkach

lisci (Hartung and Davies, 1991).

1.2.3. Rola kwasu abscysynowego u roslin w warunkach stresowych

Hormony ro$linne odgrywaja wazna rol¢ w reakcji roslin na dzialanie stresow
biotycznych i abiotycznych (Bari and Jones, 2009; Taiz and Zeiger, 2010).
W literaturze pojawiaja si¢ doniesienia gldéwnie o roli ABA, ktory wystepuje
powszechnie w $wiecie roslin naczyniowych, ale obecny jest takze u mchow i glonow.
Ze wzgledu na jego szybka reakcje i akumulacje¢ podczas dziatania roznych czynnikéw
stresowych zwany jest hormonem stresu (Christmann et al., 2004; Vishwakarma et al.,
2017). W reakcji roslin na stres biorg udziat takze inne hormony roslinne, jak etylen
i jego bezposredni prekursor kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy (ACC)
(Janowiak and Dorffling, 1996), cytokininy (Wani et al., 2016), gibereliny (Fahad et
al., 2015), kwas salicylowy (Vermaet al., 2016), a takze auksyny (Rahman, 2013; Wani
etal., 2016).
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ABA jest seskwiterpenem, a jego aktywng forma sg czasteczki (+)-cis-ABA (llustracja
2) (Christmann et al., 2004; Lewak, 2012). Syntetyzowany jest bezposrednio w trakcie
przemian szlaku kwasu mewalonowego (Hirai et al., 2000), gtownie u grzybow, albo

posrednio podczas degradacji karotenoidow u roslin (Schwartz and Zeevaart, 2010).

Stezenie ABA w ro$linach jest bardzo male i waha si¢ w granicach od 5 do 200 pg/kg
Swieze] masy, jest nierOwnomiernie rozmieszczone w roslinie, a jego najwyzszy
poziom wystepuje gtéwnie w chloroplastach. Poziom ABA w ro$linie zmienia si¢
zaleznie od stanu tkanek czy organdw, a takze w wyniku dziatania czynnika stresowego
(Janowiak, 2011). Gtéwnym miejscem syntezy ABA w trakcie stresu sa korzenie, skad
jako substancja sygnatowa transportowany jest z sokiem ksylemu do innych czg$ci

rosliny (Zhang et al., 1987).

Przekazywanie sygnatu z korzeni do li§ci odbywa si¢ w trzech etapach. Pierwszy etap
ma miejsce na poziomie systemu korzeniowego. Korzen odbiera informacje
0 dziatajacym stresie i nastepuje produkcja substancji sygnatowej, np. ABA. Drugi etap
obejmuje transport ABA z Kkorzenia poprzez sok ksylemu do czgéci nadziemne;.
W trzecim etapie nastgpuje odebranie sygnatu hormonalnego przez czg$¢ nadziemna,
koniec transportu przez sok ksylemu i zmiany w obrebie metabolizmu, ktére powoduja
zwigkszenie tolerancji na dziatajacy stres i aklimatyzacj¢ do niekorzystnych warunkow
(Jackson, 1997).

ABA odgrywa role w reakcji roslin na stresy $rodowiskowe, a o jego udziale
w adaptacji do warunkow suszy pisano juz w latach sze$¢dziesigtych dwudziestego
wieku (Wright and Hiron, 1969). Poza jego udziatem w adaptacji do warunkow suszy
(Bahrun et al., 2002; Zhang et al., 2006), ABA pelni rowniez role w reakcji roslin na
stres chtodu (Aroca et al., 2003; Farooq et al., 2009; Janowiak and Dorffling, 1996;
Raza et al., 2023; Venzhik et al., 2016) oraz zalewanie (Else et al., 2006) czy zasolenie
(Fahad et al., 2015).

ABA uczestniczy w regulacji wielu procesow zachodzacych w roslinie w trakcie
dziatania czynnikow stresowych. Bierze udziat w:

e zamykaniu aparatdow szparkowych 1 zmniejszaniu strat wody przez

ograniczenie transpiracji (Dodd, 2003; Janowiak et al., 2003; Janowiak et al.,

2002; Pospisilova, 2003; Wilkinson and Davies, 2002);
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e regulacji ekspresji wielu genow i biosyntezy biatek (Soualiou et al., 2022;
Vishwakarma et al., 2017; Zhang et al., 2006);

e zwigkszeniu aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych neutralizujacych
powstajgce w czasie stresu RFT (Jiang and Zhang, 2002);

e stymulacji syntezy niektorych sktadnikow $ciany komorkowej, akumulacji
osmolitow (np. cukroéw) oraz regulacji syntezy metabolitow stresowych np.
proliny (Kacperska, 2012b);

e zwigkszeniu pobierania wody przez korzenie oraz utatwianiu jej przewodzenia

przez zmniejszenie opornosci hydraulicznej (Melkonian et al., 2004).

CH,
3

llustracja 2. Chemiczna struktura czasteczki aktywnej fizjologicznie formy kwasu
abscysynowego ((+)-cis-ABA).

1.2.4. Potencjal osmotyczny oraz stosunki wodne w lisciach oraz korzeniach

w warunkach stresowych

W niekorzystnych dla rosliny warunkach dochodzi do zmian parametréw gospodarki
wodnej. Niektore z tych zmian pojawiajg si¢ juz w pierwszych minutach dziatania
stresu 1 mogg stanowi¢ dla rosliny sygnat do zmian przystosowawczych do panujacych

warunkow.

Chtéd wptywa na gospodarke wodna roslin, oddziatujac na pobieranie, transport,
transpiracj¢ wody oraz na jej biochemiczne wigzanie w roslinie. Chtodzenie calych

siewek albo ich korzeni czg¢sto powoduje deficyt wody w lisciach.

Jednym z parametrow oceny kondycji roslin jest potencjat wody (Ww), ktorego wartos¢
wplywa na przebieg wielu procesow. W warunkach stresu warto$¢ Ww spada,
a dziatajace na rosling niekorzystne czynniki srodowiskowe powoduja zahamowanie
wzrostu komorek oraz syntezy biatek. Dochodzi rowniez do spadku intensywnosci
fotosyntezy 1 zamykania aparatow szparkowych oraz zwigkszenia zawartosci kwasu
abscysynowego i substancji osmotycznie czynnych. Warto$¢ potencjatu wody tkanek
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jest wypadkowg strat wody i dostepnosci wody z gleby (Willmer and Fricker, 1996).
Rosliny moga pobiera¢ wode, jesli potencjal wody korzeni jest nizszy niz potencjat
wody gleby. O wartosci potencjalu wody w komorce decyduja trzy sity: potencjat
osmotyczny (‘PII), ci$nienie hydrostatyczne (Wp) i sity matrycowe (W¥m). Wartosé
poszczegbdlnych sil nie jest stala 1 zalezy od gatunku ro$liny, etapu rozwojowego
komorki, jej stanu fizjologicznego 1 warunkow srodowiska. Wartosci potencjalu wody
w komorkach roslinnych sa zazwyczaj mniejsze od 0. W dobrze uwodnionych
komorkach wahaja si¢ w granicach od -0,1 do -1,0 MPa (Kacperska, 2012a). Do zmian
warto$ci potencjatu wody dochodzi w warunkach suszy (Dalal et al., 2012; Jongdee et
al., 2002), chtodu (McWilliam et al., 1982; Wolfe, 1991), czy zalewania (Else et al.,
2009).

Informacja o dziatajacym stresie sa zmiany warto$ci potencjalu osmotycznego.
W wyniku dzialania r6éznych czynnikéw stresowych komorki zaczynajg traci¢ wode
i maleje ich turgor, a u niektorych roslin wiaczajg si¢ mechanizmy osmoregulacji,
umozliwiajagce regulacje potencjalu osmotycznego. Dochodzi woéwczas do
przyspieszonej syntezy i/lub akumulacji substancji osmotycznie czynnych: niektérych
aminokwasow, zwigzkéw amoniowych (prolina, betaina), cukrow prostych (glukoza,
fruktoza), innych zwiazkéw organicznych (mannitol) oraz jondw nieorganicznych

(potas) (Dalal et al., 2012; Kacperska, 2012b).

Gromadzenie substancji osmotycznie czynnych obniza potencjal osmotyczny
w komorkach, co pozwala na pobranie wody z otoczenia i utrzymanie uwodnienia na
odpowiednim poziomie. Osmolity nie wchodzg w interakcje z enzymami i nie
zaburzaja przebiegu podstawowych proceséw metabolicznych (Mahajan and Tuteja,
2005). Ponadto stabilizujg czwartorzedowsa strukturg biatek oraz pomagaja utrzymac

selektywne wiasciwosci bton komoérkowych (Dalal et al., 2012).

1.2.5. Skutki stresu oksydacyjnego

W prawie kazdych warunkach stresowych u roslin dochodzi do wzrostu stezenia
wolnych rodnikow, gtownie RFT, co prowadzi do stanu okreslanego jako stres
oksydacyjny. Systemy antyoksydacyjne odpowiadaja za usuwanie nadmiaru
powstajacych w warunkach stresu RFT 1 utrzymanie réwnowagi redox w komorkach

i tkankach. Obejmujg one antyoksydanty nieenzymatyczne i enzymatyczne.
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Enzymami aktywowanymi w stresie oksydacyjnym sg dysmutazy ponadtlenkowe,
katalazy 1 peroksydazy, a ich zwiekszong aktywnos$¢ oraz udzial w adaptacji roslin do
niekorzystnych warunkéw wykazano w wielu badaniach dotyczacych reakcji roslin na

chtod (Aroca et al., 2001; Baczek-Kwinta et al., 2005).

Do najwazniejszych antyoksydantéw nieenzymatycznych u roslin zalicza si¢ migdzy
innymi: glutation, tokoferole, karotenoidy, kwas askorbinowy, alkaloidy, czy zwiazki
fenolowe. Zmiany stezenia, a zwlaszcza catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej
drobnoczasteczkowych antyoksydantéw daja informacje o stresie oksydacyjnym

dziatajacym na rosline (Gill et al., 2012).

Antyoksydanty petnig takze funkcje w procesach aklimatyzacji zwigzang miedzy
innymi z ekspresja genéw i programowang $miercig komorek, a takze wptywaja na
wzrost roslin poprzez modyfikacje wzrostu wydtuzeniowego i podzialow mitotycznych

oraz procesOw starzenia komoérek (Foyer and Noctor, 2005).

1.3. Sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench)

Sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) jest gatunkiem nalezacym do rzedu
wiechlinowce (Poales), rodziny wiechlinowate (Poaceae) i rodzaju sorgo (Sorghum).
Pochodzi z Afryki 1 prawdopodobnie zacz¢to go uprawia¢ 5-8 tysiecy lat temu
w Etiopii. Z Afryki rozprzestrzenito si¢ handlowymi szlakami ladowymi i morskimi na
Bliski Wschod, do Indii i Chin. W Ameryce Potnocnej zostato wprowadzone do uprawy
komercyjnej pod koniec XIX wieku, nastepnie trafito do Ameryki Potudniowe;j
i Australii. Obecnie sorgo uprawiane jest w wielu krajach o klimacie tropikalnym

I podzwrotnikowym, a takze w cieplejszych regionach klimatu umiarkowanego.

Sorgo jest jedng z najwazniejszych roslin uprawowych na $wiecie i pigta, po ryzu,
pszenicy, kukurydzy i jeczmieniu, najwazniejszg rosling zbozowa (Hernandez et al.,
2023). Ma ogromne znaczenie dla ludnos$ci zyjacej w pot-pustynnych czesciach Afryki,
Azji, Ameryki Srodkowej i Ameryki Poludniowej (Ramatoulaye et al., 2016).
Swiatowy areat uprawy sorga wynosi ok 41 milionéw hektaréw, a produkcja sorga to
ok. 58 miliondéw ton ziarna na rok (FAOSTAT, Food and Agriculture Organization of
the United Nations, www.faostat.fao.org, 2022). Najwigkszym producentem jest
Nigeria (prawie 12% $wiatowej produkcji), nastgpnie Sudan, Stany Zjednoczone,

Meksyk, Etiopia i Indie.
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W Europie, wedtug statystyki FAO na rok 2022, sorgo na ziarno jest uprawiane w 14
krajach, na gcznej powierzchni ok. 240 tys. ha, z tego ponad 88 tys. w europejskiej
czesci Rosji, a ponad 100 tys. we Francji, Wloszech i na Wegrzech. W statystykach
uwzgledniona jest rowniez Stowenia i Macedonia, w ktorych uprawa sorga wynosi

tacznie niespetna 80 ha, jednak Polska nie jest w nich ujeta (www.fao.org).

Sorgo stanowi surowiec dla wielu dziedzin gospodarki. Uprawiane jest zarowno na
zywnos¢ dla ludzi, jak i na pasze¢ dla zwierzat, wykorzystywane jest takze do produkcji
bioenergii (Tari et al., 2013). Lodygi sorga cukrowego zawierajg duzg ilos¢ cukru,
dzigki czemu moga by¢ przetwarzane na etanol (Regassa and Wortmann, 2014).

Uzyskana biomasa moze by¢ palona i przeksztalcana w wegiel albo biopaliwo.

Sorgo dobrze rozwija si¢ na wigkszosci typow gleb, jednak najlepiej na lekkich
I Srednich. Jest stosunkowo odporne na krotkie okresy niedoboru wody, a wymagania
dotyczace nawozu wynoszg dla azotu: 180 kg/ha, fosforu: 20-45 kg/ha i potasu: 35-80
kg/ha. Sorgo, w poréwnaniu do innych roslin uprawnych, jest bardziej odporne na suszg
dzieki dobrze rozbudowanemu systemowi korzeniowemu, ktory moze si¢ga¢ nawet do
2 m glebokosci, skutecznej kontroli ewapotranspiracji i przymykania aparatow
szparkowych, a takze mozliwosci szybkiego powrotu do zdrowia po okresie suszy

(www.fao.org).

Sorgo jest dobrze przystosowane do wzrostu w niekorzystnych warunkach, takich jak
zalewanie, zasolenie czy tez alkalizacja podtoza (Regassa and Wortmann, 2014).
W zwiazku z tym, ze pochodzi z potpustynnych tropikalnych obszarow Afryki, dobrze
rozwija si¢ w warunkach suszy i w wysokich temperaturach, w ktérych wzrost innych
zb6z moze by¢ utrudniony (Hernandez et al., 2023). Ponadto bardzo efektywnie pobiera
1 wykorzystuje wod¢ oraz N i1 P z gleby. Dodatkowo jest odporne na stonke
kukurydziang (Bekele et al., 2014). Jednak sorgo jest rosling wrazliwg na niskie
temperatury (Rutayisire et al., 2021). Uszkodzen spowodowanych chtodem doznaje juz
w temperaturze ponizej 15°C (Peacock, 1982). Minimum temperaturowe dla
wigkszosci typow sorga wynosi 16°C (Doggett, 1970), a zalecane minimum
temperaturowe dla wysiewu to 18°C (Antony et al., 2019; Stoffer and Riper, 1963).
Niemniej jednak sorgo charakteryzuje duza zmienno$¢ genetyczna reakcji na chtod
(Bekele et al., 2014). Niektore odmiany sorgo rozwini¢to w rejonach chtodniejszych.

Odmiany te odporne sg na zimno i mozna je uprawia¢ na wyzynach, gdzie wystepuja
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niewielkie i nieregularne opady deszczu albo sezon wegetacyjny jest zwykle mniej

odpowiedni dla innych odmian sorgo (Hernandez et al., 2023).

Sorgo zostalo wybrane do badan jako kandydat na przyszlo$ciowa rosling uprawna
W naszej szerokosci geograficznej. Bowiem globalne zmiany klimatyczne powoduja
ocieplenie klimatu i stepowienie niektorych rejondw Europy, a sorgo (Sorghum bicolor
(L.) Moench) jako gatunek odporny na susze¢ glebowa, wydaje si¢ dobrym kandydatem
na ro$ling uprawng dla przyszlego rolnictwa naszego kontynentu. Gléwnym
czynnikiem ograniczajacym wprowadzenie sorga w Europie jest jednak jego mata
tolerancja na niskie temperatury, ktore moga pojawia¢ si¢ w tym rejonie wczesng
wiosng 1 wptywacé na opdznienie kietkowania oraz wschodow lub tez uszkadza¢ siewki.
Obserwowane duze zrdéznicowanie cechy tolerancji na chtéd u sorga daje nadzieje, iz
celowa selekcja i hodowla w kierunku zwigkszenia tolerancji na niskg temperature

stworzy nowe odporniejsze na chtéd odmiany sorga.
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2. CEL

Celem badan niniejszej pracy byla fizjologiczna i fenotypowa charakterystyka reakcji
linii rodzicielskich sorga (Sorghum bicolor (L.) Moench) i ich populacji mapujacych
na niskg, chtodowa temperature (13/10°C dzien/noc) oraz okreslenie proceséw i cech,

ktére odgrywaja decydujaca role w tolerancji stresu chtodu u tego gatunku.

Podstawowym celem przeprowadzonych badan byto okreslenie poziomu tolerancji na
chtod i jego zrdéznicowania u szesciu linii rodzicielskich sorga (M71, SS79, Etian,
Keller, Ji2731, Btx623) - bedacych liniami wyj$ciowymi wielu populacji mapujacych
— oraz w czterech populacjach mapujacych i ich liniach rodzicielskich: JXE (176 linii),
SXM (41 linii), SXE (50 linii) i SxJ (49 linii). Wymienione linie rodzicielskie i populacje
mapujace sg uzywanych obecnie w tradycyjnej hodowli w molekularnej genetyce jak

réwniez genomice sorga.

Poprzez pomiary zmian najwazniejszych procesOw i parametréw fizjologicznych
w warunkach chtodu:
e wydajnosci kwantowej fotosystemu II (PSII),
e stanu aparatow szparkowych,
e potencjatu osmotycznego,
e zawartosci fitohormonu kwasu abscysynowego (ABA),
e catkowitej aktywnosci antyoksydantow, jako wskaznika stresu oksydacyjnego,
e zazielenienia lisci,
e wyplywu elektrolitoéw jako wskaznika poziomu uszkodzen,
e pomiaru pH soku ksylemu,
okreslono biochemiczne 1 fizjologiczne mechanizmy decydujace o poziomie tolerancji

/ wrazliwosci genotypow / linii sorga na ten stres.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Materiatl ro$linny

Badania wykonano na siewkach sorga (Sorghum bicolor (L.) Moench).
Wykorzystano:
e szes¢ linii rodzicielskich sorga:
— MT71 - linia tolerancyjna na dziatanie chtodu,
— SS79 — linia wrazliwa na dziatanie chtodu,
— Etian - linia posrednia,
— Keller — linia wrazliwa na dzialanie chlodu,
— Ji2731 - linia tolerancyjna na dziatanie chtodu,
— Btx623 — linia wrazliwa na dziatanie chtodu,
(tolerancja na chtod — wg. (Bekele et al., 2014) oraz informacji ustnej prof. Roda

Snowdona, Uniwersytet w Giessen, Niemcy);

e cztery populacje mapujace:
— JxE: 176 linii,
—  SxM: 41 linii,
— SXE: 50 skrajnie r6znigcych si¢ linii (26 tolerancyjne, 24 wrazliwe),

— SxJ: 49 skrajnie rozniacych si¢ linii (25 tolerancyjne, 24 wrazliwe).

Nasiona do badan zostaty przestane przez Prof. Roda Snowdona (Uniwersytet
w Giessen, Niemcy) koordynatora projektu ERANET GAS — Genetyczna Adaptacja
Sorga: Oparta na genomice hodowla rosliny energetycznej dla zrownowazonego

rozwoju (Program ERA-NET Bioenergy).

3.2. Przeprowadzone do$wiadczenia

Wykaz przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doswiadczen zestawiono

w tabeli 1.
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Tabela 1. Wykaz przeprowadzonych doswiadczen

(przez 5 dni)

Recovery
(przez 5 dni)

Doswiadczenie B:
Kontrola
(optymalne
podlewanie)

Susza
(deficytowe
podlewanie)

Chlodzenie
(przez 5 dni)

Chlodzenie/Susza
(przez 5 dni, traktowane
uprzednio susza)

Grupa I
doswiadczen
Odmiany / 2 linie rodzicielskie: 6 linii rodzicielskich: 4 populacje mapujace
Linie (+ich linie rodzicielskie):
M71 M71
SS79 SS79 IXE
(176 linii+Ji2731i Etian)
Etian
SxM
Ji2731 SxE
(50 linii+SS79 i Etian)
Btx623
SxJ
(49 linii+SS79 i Ji2731)
Czynnik Chiod Doséwiadczenie A: Chléd
stresowy 14/12°C (dzien/noc) 13/10°C (dzien/noc)
Chléd
13/10°C (dzien/noc)
Doswiadczenie B:
Chiod
13/10°C (dziefi/noc) +
Susza
Obiekty (czas Kontrola Dos$wiadczenie A: Kontrola
traktowania) Kontrola
Chlodzenie Chlodzenie
(przez 5 dni) Chlodzenie rzez 5 dni
(przez 5 dni) (P )
Recovery Recovery

(przez 5 dni)




W ramach realizacji badan niniejszej pracy przeprowadzono trzy grupy dos§wiadczen

na siewkach sorga:

| grupa:

Fizjologiczna charakterystyka 2 linii rodzicielskich sorga: M71 i SS79, gdzie oceniano:
e fizjologiczne reakcje czgsci nadziemnej i korzenia na stres chtodu,
e sygnaty komunikacji korzenie-liscie,

e przewodnos$¢ hydrauliczng korzeni sorga w warunkach chtodu.

Il grupa:
Fizjologiczne fenotypowanie 6 linii rodzicielskich sorga: M71, SS79, Etian, Keller,

Ji2731 oraz Btx623, gdzie oceniano:

e fizjologiczne reakcje czg¢sci nadziemnej na stres chtodu,

¢ zdolnosci adaptacyjne do warunkéw chlodu poprzez hartowanie susza siewek.

11 grupa:

Fizjologiczne fenotypowanie 4 populacji mapujacych:

e JXE — ztozona ze 176 linii; dodatkowo badano 2 linie rodzicielskie: Ji2731
i Etian,
e SXM — zlozona z 41 linii; dodatkowo badano 2 linie rodzicielskie: SS79
i M71,
e SXE — zlozona z 50 linii; dodatkowo badano 2 linie rodzicielskie: SS79
i Etian,
o SxJ — zlozona z 49 linii; dodatkowo badano 2 linie rodzicielskie: SS79
1 Ji2731.
Linie populacji SxM, SxE oraz SxJ zostaly wybrane przez grup¢ Prof. Snowdona
z catych populacji jako skrajnie roznigce si¢ w zdolnos$ci kietkowania w warunkach

niskiej temperatury.

3.3. Uklad doswiadczen i warunki wzrostu roslin

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w komorach wzrostowych (Fot. 1)
w warunkach $cisle regulowanych. Warunki kietkowania i poczatkowego wzrostu:
e temperatura 25/20°C (dziefn/noc),
e fotoperiod 12 h (8:00-20:00),
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e intensywno$¢ o$wietlenia ok. 350 pmol st m?,

e wilgotnos¢ ok. 50%.

Podczas wzrostu ros§lin monitorowano temperatur¢ oraz wilgotno$¢ powietrza
(Schemat 1). Dane byly zapisywane co 15 minut rejestratorem temperatury
i wilgotnosci Tinytag View 2 TV-4500 (Gemini Data Loggers Ltd, UK).

= temperatura

Wilgotnos¢ (% RH)

Temperatura (°C)
&

Schemat 1. Przyktadowy schemat pomiaru temperatury i wilgotno$ci powietrza w komorze
wzrostowej przed chlodzeniem i w trakcie chtodzenia. Doswiadczenia z I1I grupy.

Wszystkie wazony wypelnione byly taka samg mieszanka glebowa, na ktéra sktadaty
si¢: ziemia uniwersalna Universal EKO-ZIEM (www.ekoziem.com.pl), przesiana przez

sito oraz piasek, zmieszane w stosunku 4:1 (v/v).
I grupa doswiadczen

Doswiadczenia przeprowadzono niezaleznie dwa razy, na siewkach dwoéch linii

rodzicielskich sorga: M71 i SS79.

Celem tych doswiadczen byta szczegdtowa fenotypowa i fizjologiczna charakterystyka
dwdoch linii rodzicielskich sorga oraz poznanie procesOw i cech, ktore odgrywaja role
w tolerancji sorga na dzialanie niskiej temperatury. Ponadto badania miaty na celu
poznanie fizjologicznych mechanizméw komunikacji korzenie - liScie oraz

hydraulicznej przewodnosci korzenia u sorga w warunkach chtodu.

30



Nasiona wysadzano po jednym do kazdego wazonu na giebokos¢ 2 cm. Siewki rosty
W specjalnym systemie dwoch wazondw: pierwszy (gorny, z otworami) wypetniony
mieszanka glebowa, umieszczony w drugim (dolnym) wypetnionym 50% pozywka
Hoaglanda. Korzenie wyrastajace z gornego wazonu zanurzone bylty w pozywce (Fot.
1A, B). W fazie w pelni wyksztalconego 3-go liscia, siewki poddano dziataniu chtodu
w 14/12 °C dzien/noc (Schemat 2). Po pigciu dniach traktowania chtodem nastepowat
5-dniowy okres odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery), w ktérym

warunki wzrostu roslin byty takie same jak przed chtodzeniem.

Sadzenie
Chiodzenie | Recovery
14/112°C 25/20°C
Oswietlenie ok, 350 ymol m™ s

Wilgotnose ok. 50%

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 202122 24 26 28 303132
Czas trwania eksperymentu (dni)

Schemat 2. Schemat 1 grupy do$wiadczen. Siewki sorga rosty w komorze wzrostowej
w warunkach kontrolnych do fazy w petni wyksztatconego 3-go liscia. Po 21 dniach wzrostu
poddano je chtodzeniu. Po pigciu dniach traktowania chtodem nastgpowat 5-dniowy okres
odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery).

Zbadano nastepujace traktowania:
e Kontrola — rosliny rosnagce w temperaturze 25/20°C (dziefi/noc),
e Chtodzenie — rosliny rosngce w temperaturze 14/12°C (dzien/noc),
e Zdrowienie siewek po okresie stresu (recovery) — rosliny rosngce

w temperaturze 25/20°C (dzien/noc).
II grupa doswiadczen

Doswiadczenia przeprowadzono niezaleznie dwa razy, na siewkach szeSciu linii

rodzicielskich sorga: M71, SS79, Etian, Keller, Ji2731 i Btx623.

Celem tych do$wiadczen bylta fenotypowa i fizjologiczna charakterystyka waznych dla
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hodowcow linii rodzicielskich sorga oraz okreslenie procesow i cech, ktore odgrywaja
role w tolerancji na chiéd tego gatunku (A), a dodatkowo poznanie mozliwosci

adaptacji sorga do chtodu poprzez hartowanie suszg siewek (B).

Doé$wiadczenie A

Nasiona wysiewano po 13 do kazdego wazonu na glebokos¢ 2 cm. W fazie w petni
wyksztatconego 3-go liscia, siewki poddano dziataniu chtodu (Schemat 3). Po pigciu
dniach traktowania chtodem nastepowat 5-dniowy okres odzyskiwania normalnego
stanu przez siewki (recovery). Warunki wzrostu roslin byly takie same jak przed

chlodzeniem.

Zbadano nastepujace traktowania:
e Kontrola — rosliny rosngce w temperaturze 25/20°C (dzien/noc),
e Chtodzenie — rosliny rosngce w temperaturze 13/10°C (dziefi/noc),
e Zdrowienie siewek po okresie stresu (recovery) — rosliny rosnace

w temperaturze 25/20°C (dzien/noc).

Do$wiadczenie B

Nasiona wysiewano po 13 do kazdego wazonu na glgbokos¢ 2 cm. Doswiadczenie
przeprowadzono niezaleznie dwa razy. Za kazdym razem przygotowano po 6 wazonow
dla jednej linii sorga (3 wazony — kontrola, 3 wazony — susza), kazdy wazon po 13
ro$lin (w sumie 78 ro$lin dla jednej linii). Po 10 dniach wzrostu, w fazie drugiego liScia,
siewki szesciu linii sorga podzielono na dwie grupy, kazda grupa sktadata si¢ z trzech
wazonow dla kazdej z szesciu linii. Grupy te byty réznie podlewane. W pierwszej
grupie ro$lin nietraktowanych susza (kontrola) uwodnienie wynosito 65% pelnej
pojemnosci wodnej (PPW) stosowanej mieszanki glebowej, w drugiej grupie
(hartowanie susza) — 20% PPW. Po kolejnych 10 dniach, w fazie w petni rozwinigtego
3-ego liscia, siewki z drugiej grupy podlano do 65% PPW gleby. Wszystkie rosliny
(kontrola 1 hartowane susza) zostaly poddane chtodzeniu na okres 5 dni w temp.

13/10°C (dzien/noc).

32



Sadzenie

zrost siewek w komora

& - r -2 =1
Oswietlenie ok. 350 ymol m™ s
Wilgotnosc ok. 50%

Chiodzenie
13/10°C

Recovery
25/20°C

Czas trwania eksperymentu (dni)

Schemat 3. Schemat doswiadczenia A - II grupy do$wiadczen. Siewki sorga rosty w komorze
wzrostowej w warunkach kontrolnych do fazy w petni wyksztalconego 3-go liscia. Po 21 dniach
wzrostu poddano je chtodzeniu. Po pigciu dniach traktowania chtodem nastepowat 5-dniowy okres
odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery).

Zbadano nastepujace traktowania:

e Kontrola—po 20 dniach wzrostu: temperatura 25/20°C (dzien/noc), podlewanie

optymalne (65% PPW),

e Hartowanie suszg — po 10 dniach wzrostu: temperatura 25/20°C (dzien/noc),

podlewanie deficytowe (20% PPW),

e Chiod — w trakcie 5-go dnia chtodzenia: temperatura 13/10°C (dzien/noc),

podlewanie optymalne (65% PPW),

e Susza/chtéd —w trakcie 5-go dnia chtodzenia: temperatura 13/10°C (dzien/noc),

0 2 4 6 g8 10 12 14 16 18 202122 24 26 28 303132

rosliny uprzednio hartowane susza, podlewanie deficytowe (20% PPW).

I1I grupa doswiadczen

Dos$wiadczenia przeprowadzono na siewkach czterech populacji mapujacych oraz ich
linii rodzicielskich: JXE (176 linii + 2 linie rodzicielskie: Ji2731 i Etian), SXM (41 linii
+ 2 linie rodzicielskie: SS79 i1 M71), SXE (50 linii + 2 linie rodzicielskie: SS79 i Etian),
SxJ (49 linii + 2 linie rodzicielskie: SS79 i Ji2731).

Celem badan byta fenotypowa i fizjologiczna charakterystyka populacji mapujacych

sorga 1 ich linii rodzicielskich majaca na celu identyfikacj¢ potencjalnych cech

roznicujacych odpowiedz danych genotypow na dziatanie chlodu.




Nasiona wysiewano po 13 do kazdego wazonu na gleboko$¢ 2 cm. W fazie w pelni
wyksztalconego 3-go liscia, siewki poddano dziataniu chtodu (Schemat 4). Po pieciu
dniach traktowania chtodem nastepowat 5-dniowy okres odzyskiwania normalnego
stanu przez siewki (recovery). Warunki wzrostu roslin byly takie same jak przed

chtodzeniem.

Sadzenie
Wzrost siewek w komorach wzrostowych Chiodzenie Recovery
5/20°C dzien/noc 13/10°C 25/20°C

-

Oswietlenie ok. 350 ymol m™ g

Wilgotnosc ok. 50%
\

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 202122 24 26 28 303132
Czas trwania eksperymentu (dni)

Schemat 4. Schemat III grupy doswiadczen. Siewki sorga rosty w komorze wzrostowej
w warunkach kontrolnych do fazy w peini wyksztalconego 3-go liscia. Po 21 dniach wzrostu
poddano je chtodzeniu. Po pigciu dniach traktowania chtodem nastgpowal 5-dniowy okres
odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery).

Zbadano nastepujace traktowania:
e Kontrola — rosliny rosngce w temperaturze 25/20°C (dzien/noc),
e (Chtodzenie — ro$liny rosngce w temperaturze 13/10°C (dzien/noc),
e Zdrowienie siewek po okresie stresu (recovery) — rosliny rosngce

W temperaturze 25/20°C (dzien/noc).
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Fot. K Kaczanowska

Fot. 1. Siewki sorga w komorze wzrostowej, w fazie w petni wyksztatconego trzeciego liscia:
doswiadczenia z grupy | (A, B), I1 (C) i Il (D).

3.4. Pomiary parametrow fizjologicznych

3.4.1. Parametry fluorescencji chlorofilu

Pomiary  fluorescencji ~ chlorofilu  wykonano  fluorymetrem PAM 2000
(PulsAmplituden-Modulations-Fluorometer; Walz, MeB3- und Regeltechnik, Niemcy)
(Fot. 2).

Zmierzono 1 wyliczono nastepujagce parametry fluorescencji chlorofilu a
(www.walz.com):
¢ Fo’— minimalna wydajnos¢ fluorescencji, fluorescencja poczatkowa na §wietle
- jest miarg emisji fluorescencji, gdy pierwsze stabilne akceptory elektronow
w PSII sg utlenione i zachodzi wygaszanie niefotochemiczne,
e Fm’ — maksymalna wydajno$¢ fluorescencji, fluorescencja maksymalna na
swietle - 0znacza maksymalny poziom fluorescencji chlorofilu mierzony, gdy

roslina lub probka jest oswietlona i PSII jest w pelni zredukowany (wszystkie
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centrum reakcji PSII sg zamknigte), mierzy si¢ po krotkim, intensywnym btysku
Swiatla,

e Fv’ =Fm’ - Fo’, fluorescencja zmienna, warto$¢ tego parametru uzalezniona
jest od maksymalnej wydajnosci kwantowej PSII,

e (P - wygaszanie fotochemiczne — okresla proporcj¢ energii $wietlnej
zaabsorbowanej przez PSII do energii wykorzystanej przez otwarte centra do
reakcji fotosyntezy,

e Fv’/Fm’ — maksymalna (potencjalna) fotochemiczna wydajnos¢ PSII — jest
miernikiem aktywno$ci fotochemicznej aparatu fotosyntetycznego,

o O@PSIL YIELD — efektywna (rzeczywista) wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II
- na podstawie tego parametru okreslany jest stosunek kwantow
wykorzystanych w przemianach fotochemicznych do catkowitej liczby

zaabsorbowanych kwantow (Kalaji and Laboda, 2010; Maxwell and Johnson,
2000).

Pomiary fluorescencji chlorofilu a wykonano we wszystkich doswiadczeniach:

Doswiadczenia z grupy 1 i II: dzien przed rozpoczgciem chtodzenia (kontrola), przez 5

dni w trakcie chlodzenia oraz przez 5 dni w trakcie odzyskiwania normalnego stanu

przez siewki po zakonczeniu chtodzenia (recovery) (Schemat 2, 3).

Doswiadczenia z grupy III: dzien przed chlodzeniem (kontrola), w trakcie 3-go dnia

chtodzenia oraz 2-go dnia odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery)
(Schemat 4).

Pomiary fluorescencji chlorofilu a wykonywano w godzinach potudniowych mig¢dzy
11:00 a 14:00. Fluorescencj¢ chlorofilu mierzono na roslinach zaadaptowanych do
$wiatla. Impuls $wiatla wzbudzajacego wynosit 10 000 pmol m™? s?. Z kazdej linii
i z kazdego traktowania wybierano losowo trzy rosliny, a pomiary wykonywano na
trzech pierwszych liSciach, na srodku blaszki liSciowej, omijajac glowng wigzke (w I

i IT grupie doswiadczen: n=18, w III: n=9).
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Fot. K. Kaczanowska

Fot. 2. Fluorymetr PAM 2000 stuzacy do pomiarow fluorescencji chlorofilu.

3.4.2. Przewodnosé¢ aparatow szparkowych

Stopien otwarcia aparatow szparkowych zmierzono za pomocg porometru Delta-T typ
AP4 (Delta-T Devices, UK) (Fot. 3). Urzadzenie to mierzy czas potrzebny do
uwolnienia do komory pomiarowej okre$lonej ilo$ci pary wodnej przez aparaty
szparkowe zdefiniowanej cze$ci liscia. Uzyskang warto$§¢ pordéwnuje z plytka
kalibracyjna, w ktorej okre$lone rozmiary otworow odpowiadaja poszczegdlnym
wartosciom przewodnoS$ci szparkowej. Na tej podstawie urzadzenie wylicza warto$¢

przewodnosci szparkowej w mmol H20 m? st (www.delta-t.co.uk/index.html).
Pomiary przewodnosci szparkowej wykonano we wszystkich doswiadczeniach:

Doswiadczenia z grupy [ 1 II: dzien przed rozpoczegciem chlodzenia (kontrola), przez 5

dni w trakcie chlodzenia oraz przez 5 dni w trakcie odzyskiwania normalnego stanu

przez siewki po zakonczeniu chtodzenia (recovery) (Schemat 2, 3),

Doswiadczenia z grupy III: dzien przed chtodzeniem (kontrola), w trakcie 3-go dnia

chtodzenia oraz 2-go dnia odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery)
(Schemat 4).

Pomiary przewodnosci szparkowej wykonywano w godzinach potudniowych
pomiedzy 11:00 a 14:00. Z kazdej linii i z kazdego traktowania wybierano losowo dwie
rosliny, a pomiary wykonywano na trzech pierwszych liSciach, omijajac gtéwna wigzke

przewodzaca (w 11 II grupie doswiadczen: n=12, w III: n=6).
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| £ ¥, -
Fot. K. Kaczanowska

Fot. 3. Porometr Delta-T typ AP4 do pomiarow przewodnosci szparkoweyj.

3.4.3. Zawarto$¢ kwasu abscysynowgo

Pomiar zawartosci kwasu abscysynowego (abscisic acid, ABA) wykonano
immunometodg ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) wg zmodyfikowanego
protokotu Walker-Simmons and Abrams (Walker-Simmons and Abrams, 1991)
z zastosowaniem monoklonalnych, specyficznych antyciat MAC 252 (Babraham
Technix, Cambridge, UK). Absorbancje mierzono czytnikiem ptytek mikrotitracyjnych
Model 680 (Bio-Rad Laboratories, USA) przy dlugosci fali 405 nm. St¢zenie ABA
W probach roslinnych obliczano na podstawie warto$ci absorbancji uzyskanych dla
roztworé6w standardow kwasu abscysynowego o znanym st¢zeniu. Schematyczny
przebieg reakcji i zasad¢ pomiaru przedstawiono na llustracji 3. Zawartos¢ ABA

mierzono w korzeniach, lisciach i soku ksylemu.
Przygotowanie materiatu i oznaczenie zawartosci ABA:

Liscie:

Doéwiadczenia z grupy [ i II: dzien przed rozpoczeciem chtodzenia (kontrola), przez 5

dni w trakcie chlodzenia oraz przez 5 dni w trakcie odzyskiwania normalnego stanu

przez siewki po zakonczeniu chtodzenia (recovery) (Schemat 2, 3).

Doswiadczenia z grupy III: dzien przed chtodzeniem (kontrola), w trakcie 4-go dnia

chtodzenia oraz 2-go dnia odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery)
(Schemat 4).

Proby pobierano ze Srodkowej czesci pierwszego, drugiego i trzeciego liScia siewki.

Kazda préba pochodzita co najmniej z dwoch roslin. Dla obiektu pobierano trzy proby
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a kazda probe mierzono dwa razy na niezaleznych ptytkach. W 1 i II grupie

doswiadczen: n=12 — kazde do$wiadczeniec wykonywano dwa razy, w III grupie: n=6.

Procedura przygotowania prob i pomiaru ABA:

1. Wazenie zebranych liSci i zamrazanie w cieklym azocie, a nastgpnie umieszczenie
ich w zamrazarce w temperaturze -40°C.

2. Liofilizowanie prob (LABCONCO, USA) i rozbijanie przez 6 minut w mitynku
kulowym MM400 (Retsch, Niemcy).

3. Zalewanie prob 1,5 ml schlodzonej, destylowanej wody.

4. Podgrzewanie prob przez 3 min. w termo-blokach w temperaturze 90°C w celu
dezaktywacji enzyméw (bialek) oraz lepszej dezintegracji subcelularnych struktur
proby.

5. Po ostygniecciu do temperatury pokojowej, zamrozenie prob w -40°C do
nast¢pnego dnia.

6. Rozmrozenie prob i ekstrahowanie w ciemnosci na wytrzasarce Yellow Line OS 5
Basic (560 cykli/min.) w temperaturze 4°C (komora CH 500 VL, Angelantoni Life
Science, Wtochy) przez ok. 18 h.

7. Wirowanie prob przez 20 min. w schtodzonej do 4°C wir6wce MPW 350R (MPW
MED. INSTRUMENTS, Polska; 15 000 obrotow/min., 18 000 g).

8. Odpipetowanie supernatantu do 1,5 mL naczynek typu Eppendorf.

9. Ponowne zamrozenie prob na noc, nastgpnie odmrozenie, wirowanie (warunki
j.w.) i odpipetowanie supernatantu.

10. Pomiar zawarto§ci ABA wykonywany byl bezposrednio w ekstrakcie wodnym
albo wodpowiednio rozcienczonym = supernatancie w  zaleznoSci od
spodziewanego st¢zenia ABA. Przyjeto, ze po rozcienczeniu ste¢zenie ABA
powinno waha¢ si¢ od 125 do 4000 pg w 100 pL uzywanego ekstraktu wodnego.
Pojedynczg probe mierzono trzy razy (na roznych ptytkach).

Korzenie:

Doswiadczenia z grupy I: proby do analiz pobrano dzien przed rozpoczgciem

chtodzenia (kontrola), w trakcie 1-go, 2-go, 3-go i 5-go dnia chtodzenia oraz 2-go, 3-

go i 4-go dnia odzyskiwania normalnego stanu przez siewki po zakonczeniu chtodzenia

(recovery). Proby pobierano z czesci systemu korzeniowego wyrastajagcego z gornego

wazonu i osuszano na papierowych recznikach. Nastepnie korzenie z dwoch roslin
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cigto, dzielono na trzy czg¢sci (3 proby), wazono, zamrazano w cieklym azocie,
a nastgpnie umieszczano w zamrazarce w temperaturze -40°C. Proby do pomiarow

przygotowywano wedtug procedury opisanej dla lisci (n=12).

Sok ksylemu:

Doswiadczenia z grupy [: proby do analiz pobrano dzien przed rozpoczeciem

chtodzenia (kontrola), w trakcie 1-go, 2-go, 3-go i 5-go dnia chtodzenia oraz 2-go, 3-
go i 4-go dnia odzyskiwania normalnego stanu przez siewki po zakonczeniu chtodzenia
(recovery). Sok ksylemu z fragmentoéw cz¢sci nadziemnych uzyskiwano poprzez ich
odwirowanie przez 20 min. przy 4000 obrotach/min. (2500g) w schtodzonej do 4°C
wirowce MPW 350R (MPW MED. INSTRUMENTS, Polska); Proby nastepnie
zamrazano w -60°C. Przed pomiarem sok rozmrazano i odwirowano przez 20 min. przy
15 000 obrotach/min., 18 000 g w schtodzonej do 4°C wirowce MPW 350R. Po

wirowaniu odpipetowano supernatant i wykonano pomiar zawarto$ci ABA (n=12).

Pipetowanie prob,
standardow

Oplaszczenie plytki zawierajacych antygen
koniugatem antygenu i zdefiniowanej ilosci ‘
Pusta z biatkiem, (wniedoborze)
. przeciwciat MAC 252, {
studzienka | ikubacja24hwa-c. Py
Inkubacja 3h w 4°C. ?

Pipetowanie przeciwcial
niespecyficznych

Plukanie plytki. znakowanych Niespecyficzne
Pozostaje enzymem. przeciwciala lacza
proporcjonalna ilosé sig z specyficznymi
przeciwciat Inkubacja 1h w 37°C (MAC 252).
polaczonych z

antygenem koniugatu

przyczepionego do

studzienki.

Pomiar absorbancji.
Intensywnos¢ zabarwienia
jest odwrotnie

Dodanie roztworu substratu
enzymu (fosforanu 4-
nitrofenolu), ktéry reagujac z

niespecyficznymi antycialami proporcjonaina do
rozpada sig tworzac zawartosciantygenu w

barwny produkt. %ﬁ probie.

Fot. K. Kaczanowska

llustracja 3. Schemat posredniej metody ELISA; wg Folkard Asch, zmodyfikowany. (Abscisic
acid determination  through ELISA, last  update 6/04/2001,  www.asch-
online.eu/downloads/hormones/ELISA%20Manual.pdf ).

3.4.4. Potencjal osmotyczny

Pomiar potencjatu osmotycznego préb z lisci oraz korzeni wykonano krioskopowym

osmometrem OSMOMAT 030-D (Gonotec GmbH, Berlin, Niemcy) (Fot. 4). Na
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podstawie pomiaru osmolarnosci prob (Osmol kg) wyliczono potencjat osmotyczny
(MPa) wg wzoru: Osmolarno$¢ x (R x TK/1000), gdzie R jest stalg gazowg a T
temperaturg w skali Kelvina. Przed wykonaniem pomiaréw osmometr kalibrowano
trzema punktami: ustanawiano zero woda podwojnie destylowang, a nastepnie

kalibrowano dwoma roztworami kalibracyjnymi 300 i 850 mOsmol kg™.

Préby pobrano we wszystkich doswiadczeniach:

Do$wiadczenia z grupy I:

LiScie: dzien przed rozpoczgciem chlodzenia (kontrola), przez 5 dni w trakcie
chtodzenia oraz przez 5 dni w trakcie odzyskiwania normalnego stanu przez siewki po

zakonczeniu chlodzenia (recovery).

Korzen: dzien przed rozpoczeciem chtodzenia (kontrola), w trakcie 1-go, 2-go, 3-go
I 5-go dnia chlodzenia oraz 2-go, 3-go i 4-go dnia odzyskiwania normalnego stanu

przez siewki po zakonczeniu chtodzenia (recovery) (Schemat 2).

Doswiadczenia z grupy II: dzien przed rozpoczeciem chtodzenia (kontrola), przez 5 dni

w trakcie chtodzenia oraz przez 5 dni w trakcie odzyskiwania normalnego stanu przez

siewki po zakonczeniu chtodzenia (recovery) (Schemat 3).

Doswiadczenia z grupy III: dzien przed chtodzeniem (kontrola), w trakcie 4-go dnia

chtodzenia oraz 2-go dnia odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery)
(Schemat 4).

Proby pobierano z srodkowej czesci trzeciego oraz czwartego liscia, a w przypadku
korzenia z jego srodkowej czesci (2 rosliny/1 proba) i zamrazano w -40°C. Przed
pomiarem proby odtajano przez 10 minut, a nastgpnie przektadano do strzykawek 2 mL
(Braun Melsungen AG, Niemcy) i standardowo wyciskano sok przez ok. 1 min. przy
nacisku do 30 kg. Uzyskany sok z proby wirowano przez 10 min. w wiréwce (MPW-
55, MPW MED. INSTRUMENTS, Polska) przy obrotach 15 000 obrotow/min., 18 000
g. Do pomiaru pipetowano 50 pL proby znad osadu.
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Potencjat osmotyczny mierzono dla kazdej préby dwukrotnie. Pomiar polegat na
przechtodzeniu proby do temperatury -7°C, wzbudzeniu jej krystalizacji oraz rejestracji
I analizie przebiegu temperatury w czasie krystalizacji (w I i II grupie doswiadczen:
n=12, w I1l: n=6).

Fot. K. Kaczanowska

Fot. 4. Osmometr OSMOMAT 030-D stuzacy do pomiardéw potencjatu osmotycznego.

3.4.5. Calkowita aktywnos$¢ drobnoczasteczkowych antyoksydantow

Caltkowitg aktywno$¢ drobnoczasteczkowych antyoksydantdow zmierzono metoda
spektrofotometryczng wykorzystujacag stabilny rodnik DPPH  (2,2-difenyl-1-
pikrylohydrazyl) (Brand-Williams et al., 1995), ktora zaadaptowano na ptytki
mikrotitracyjne (96 studzienek, pojedyncza studzienka o pojemnosci 300 uL). Metoda
ta zaklada, Zze na skutek reakcji z wystepujacymi w probie antyoksydantami rodnik
DPPH zostaje zneutralizowany, co objawia si¢ zmiang zabarwienia metanolowego
roztworu rodnika z fioletowej na z6itg 1 spadkiem absorbancji. Spadek absorbancji jest
proporcjonalny do  sumarycznej zawartosci 1 aktywno$ci  wszystkich
maloczasteczkowych  antyoksydantow ~w  probie.  Substancj¢ ~ wzorcowa
W przeprowadzonych analizach stanowil Trolox, pipetowany w odpowiednich
stezeniach: 4, 3,2.5,2,1.75, 1.5, 1.25, 1, 0.75 mM. Na podstawie warto$ci absorbancji
tych roztworéw zostata wykreslona krzywa wzorcowa, z ktorej odczytano aktywnos$é
antyoksydantéw w probach i wyrazono jako ekwiwalent umol Troloxu/g DW (Lasko$
etal., 2021).
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Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej wykonano w:

Do$wiadczeniach z grupy I:

LiScie: dzien przed rozpoczeciem chtodzenia (kontrola), przez 5 dni w trakcie
chtodzenia oraz przez 5 dni w trakcie odzyskiwania normalnego stanu przez siewki po

zakonczeniu chlodzenia (recovery).

Korzen: dzien przed rozpoczgciem chtodzenia (kontrola), w trakcie 1-go, 2-go, 3-go
I 5-go dnia chlodzenia oraz 2-go, 3-go i 4-go dnia odzyskiwania normalnego stanu

przez siewki po zakonczeniu chlodzenia (recovery) (Schemat 2).

Doswiadczeniach z grupy II: dzien przed rozpoczeciem chtodzenia (kontrola), przez 5

dni w trakcie chlodzenia oraz przez 5 dni w trakcie odzyskiwania normalnego stanu

przez siewki po zakonczeniu chtodzenia (recovery) (Schemat 3).

Pojedyncza probg pobierano ze srodkowej czgsci trzeciego i czwartego liscia dwoch
siewek, aw przypadku korzenia z czgéci systemu korzeniowego dwoch siewek
wyrastajacego z gornego wazonu (materiat cigto i dzielono na trzy proby, w I i I grupie

doswiadczen: n=12).

Przygotowanie materiatu i oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjne;:

1. Rozbijanie prob w mtynku kulowym MM400 (Retsch, Niemcy) przez 6 minut.

2. Zalanie prob 50% etanolem i ekstrakcja na wytrzasarce przez 2 h w temperaturze
pokojowe;j.

3. Odwirowanie prob przez 20 minut w temperaturze 4°C przy obrotach 15 000 / min.,
18000 g w wirowce MPW 350R (MPW MED. INSTRUMENTS, Polska)
i odpipetowanie ekstraktu.

4. Pipetowanie na plytke: najpierw proby (40 uL) oraz Trolox (16,5 puL), a nastgpnie
dodanie do wszystkich studzienek 0,5 mM metanolowego roztworu DPPH (250 pL).
5. Termostatowanie ptytki w temperaturze 37°C przez 30 minut w celu zapewnienia
calkowitego przebiegu reakcji (Fot. 5).

6. Pomiar absorbancji wykonany czytnikiem ptytek mikrotitracyjnych Model 680
(Bio-Rad Laboratories, USA) przy dtugosci fali 515 nm. Kazdg probe pipetowano do

trzech studzienek. Pomiar powtarzano co najmniej dwa razy na réznych ptytkach.
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Najwieksze stezenie
antyoksydantow

Najmniejsze stezenie
antyoksydantow

Fot. K. Kaczanowska

Fot. 5. Ptytka mikrotitracyjna z probami i roztworem DPPH po 30 min. termostatowania w
temp. 37°C. W prostokatnej ramce zaznaczono standard Trolox.

3.4.6. Wartosé¢ pH

Pomiar pH wykonano pH metrem pH 211 (Hanna Instruments, Niemcy)
z zastosowaniem mikroelektrody HANHI1330B w soku ksylemu zebranym z czgsci
nadziemnych siewek tuz nad korzeniem. Proby pobierano ze $rodkowej czesci
pierwszego, drugiego 1 trzeciego liscia siewki. Sok ksylemu z fragmentow czegsci
nadziemnych uzyskiwano poprzez ich odwirowanie przez 20 min. przy 4000
obrotach/min. (2500g) w schtodzonej do 4°C wiréwce MPW 350R (MPW MED.
INSTRUMENTS, Polska); Proby nastepnie zamrazano w -60°C. Przed pomiarem sok
rozmrazano i odwirowano przez 20 min. przy 15 000 obrotach/min., 18 000
g w schtodzonej do 4°C wirowce MPW 350R. Po wirowaniu odpipetowano

supernatant i wykonano pomiar pH metrem.

Oznaczenia pH wykonano na prébach soku ksylemu przeznaczonych do pomiaru
kwasu abscysynowego. Pomiary wykonywano w temperaturze pokojowej, odczytujac
wartos$ci po 1 minucie od zanurzenia elektrody w probie. Pomiary wykonano w | grupie

doswiadczen (n=12).

3.4.7. Przewodnos¢ hydrauliczna

Pomiary przewodnictwa hydraulicznego korzeni wykonano za pomoca aparatu HPFM
(High Pressure Flow Meter) produkcji Dynamax Inc, USA. Aparat ten stuzy do

pomiarow objetosci wody dostarczanej pod ciSnieniem do badanych organow (Tyree
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etal., 1995), co umozliwia okreslenie przewodnosci hydraulicznej zaro6wno lisci (Tyree

et al., 2005), pedow (Cochard et al., 2000), jak i korzeni (Tyree et al., 1995).

Pomiary wykonano dzien przed rozpoczeciem chtodzenia (kontrola) oraz w trakcie 2-
go dnia chlodzenia w I grupie doswiadczen. Zastosowano stale ci$nienie 1,5 atm.

| zmierzono przeptyw wody przez korzen w czasie (kg s* MPa® m™).

3.5. Pomiary uszkodzen chlodowych

3.5.1. Wyplyw elektrolitow

Pomiar wyptywu elektrolitow z tkanek roslinnych wykonano za pomoca
konduktometru CC-550 (Elmetron, Polska). Wypltyw wewnatrzkomorkowych
elektrolitow mierzono jako wzrost elektroprzewodnictwa ich wodnych dyfuzatow

(Lieberman et al., 1958).

Wyptyw elektrolitow mierzono w III grupie doswiadczen w populacji mapujacej JXE

W pigtym dniu chtodzenia.

Oceng¢ uszkodzen membran cytoplazmatycznych dokonano na podstawie wyptywu
elektrolitoéw z fragmentow lisci po drugim chtodzeniu. Do naczynka scyntylacyjnego
odmierzano 15 mL wody redestylowanej, a nastepnie wktadano 8 fragmentéw ok. 1 cm
wycigtych ze srodkowych czesci 3-go i 4-go liscia pobranych z dwoch roslin (po dwa

fragmenty z jednego liScia).

Proby wytrzasano na wytrzasarce MWX-8 (Biomix, Polska) przez 24h w temperaturze
ok. 20°C, w ciemnosci, a nastepnie mierzono elektroprzewodnictwo prob (Lt). Potem
proby zamrazano w celu zabicia materiatu ro§linnego 1 okreslenia catkowitej zawartosci
elektrolitow we fragmentach liSci prob. Po odtajaniu, wytrzasaniu prze kolejne 24h
i osiggnigciu  przez  proby temperatury ok. 20°C  ponownie  mierzono
elektroprzewodnictwo roztworu, otrzymujac catkowita zawartos¢ elektrolitow
w materiale ro§linnym (Lk). Wyptyw elektrolitow (EL) przedstawiono w procentach

ich caltkowitej zawartosci w tkance:
EL=Lt/ Lk * 100 [%)]
Dla kazdej linii wykonywano 6 powtérzen (n=6).
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3.5.2. Zazielenienie lisci

Zazielenienie liSci oznaczano na podstawie pomiaru ogo6lnej zawartosci chlorofilu,
ktora mierzono metoda fotometryczng przy pomocy urzadzenia SPAD-502 Plus (Soil
Plant Analysis Development, Konica Minolta, Japonia). Pomiar wykonywano przez
umieszczenie liscia (omijajagc glownag wigzke) w szczelinie 1 domknigcie glowicy
pomiarowej, a uzyskane wartosci wyliczane byly na podstawie ilo§ci promieniowania
przepuszczonego przez lis¢. Miernik urzadzenia emituje $wiatto pomiarowe o dtugos$ci
fali 650 1 940 nm ze zrddta $wiatta LED, odmiennie absorbowane przez chlorofil. Fale
po przejéciu przez blaszke liSciowa docieraja do receptora, ktory przetwarza je na
sygnatl elektryczny. Wzmocniony sygnatl jest zamieniany na sygnal elektroniczny
i podawany w jednostkach umownych, nazywanych odczytami SPAD. Uzyskane
wartosci  s3  proporcjonalne  do  zawartosci  chlorofilu  w  lisciu
(www.konicaminolta.eu/en/measuring-instruments/products/colour-

measurement/chlorophyll-meter/spad-502plus/introduction.html).

Pomiar wykonywano trzykrotnie na czwartym liSciu (dolna, $srodkowa i gorna czgsé

blaszki lisciowej) trzech roslin z trzech réznych wazonéw (n=9).

Ogoblng zawarto$¢ chlorofilu w lisciach mierzono w doswiadczeniach z grupy Il
w trakcie 2-go dnia odzyskiwania normalnego stanu przez siewki po zakonczeniu

chtodzenia (recovery).

3.6. Analiza statystyczna wynikow

Doswiadczenia przeprowadzono w komorach wzrostowych w uktadzie catkowicie
rozlosowanym. Dla badanej linii w doswiadczeniu zaktadano 3 wazony (grupa
doswiadczen III z liniami populacji mapujacych), 6 wazonoéw (grupa doswiadczen II) -
w kazdym wazonie wysadzano 13 roslin albo 30 wazonow (grupa do$wiadczen 1) —
W kazdym po 1 roslinie. Pomiary poszczego6lnych parametrow i cech fizjologicznych
w doswiadczeniach wykonano w 6 (stan aparatow szparkowych, potencjal osmotyczny,
poziom ABA, aktywno$¢ antyoksydacyjna, wartos¢ pH soku ksylemu, wyplyw
elektrolitow) lub 9 (zazielenienie lisci, fluorescencja chlorofilu) powtorzeniach dla
obiektu.  Analiz¢  statystyczng  zmiennosci  wynikow  parametrow/cech
W poszczegdlnych do$wiadczeniach przeprowadzono pakietem statystycznym

STATICTICA 12 (StatSoft, USA) w ukladzie wieloczynnikowym (czynniki: linie
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i traktowanie). Prezentujgc wyniki w postaci graficznej lub tabel zaprezentowano
nastepujace statystyki: srednie arytmetyczne dla obiektow, btad standardowy $redniej
(SE), najmniejsza statystycznie udowodniong réznice (LSD) dla poréwnania
wszystkich obiektéw na danej grafice/tabeli przy poziomie prawdopodobienstwa biedu
p < 0,05 oraz grupy jednorodne $rednich badanych obiektéw w danym doswiadczeniu
wg wielokrotnego testu Duncana oznaczonych na grafikach/tabelach takimi samymi

literami przy p < 0,05.

Wspotzaleznos¢ migdzy badanymi parametrami i cechami szacowano najczesciej na
podstawie wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona, a przy parametrach/cechach
mogacych mie¢ rozklad nienormalny, wspotczynnikiem korelacji rang Spearmana.
Prezentujac te wspotczynniki korelacji (r) okreslano ich statystyczna istotnos¢ dla

poziomu prawdopodobienstwa btedu: * p < 0,10, ** p < 0,05 oraz *** p <0,01.
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4. WYNIKI

W ramach badan na siewkach sorga przeprowadzono trzy grupy do§wiadczen:

4.1. I grupa doswiadczen

W pierwszej grupie dos§wiadczen przeprowadzono fizjologiczng charakterystyke 2 linii
rodzicielskich sorga: M71 i SS79, gdzie oceniano:

e fizjologiczne reakcje czgsci nadziemnej i korzenia na stres chtodu,

e sygnaty komunikacji korzenie-liscie,

e przewodnos¢ hydrauliczng korzeni sorga w warunkach chtodu.

Dos$wiadczenia przeprowadzono niezaleznie dwa razy. Siewki sorga rosly w komorze
wzrostowe] w warunkach kontrolnych do fazy w petni wyksztatconego 3-go liscia. Po
21 dniach wzrostu poddano je chiodzeniu. Po pigciu dniach traktowania chlodem

nastepowat 5-dniowy okres odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery).

W pierwszej grupie doswiadczen zmierzono nastepujace parametry fizjologiczne:

efektywng wydajnos¢ kwantowg fotosystemu 11 (PSII),

e przewodno$¢ aparatéw szparkowych

e zawarto$¢ kwasu abscysynowego (ABA)

e wartos¢ pH

e potencjat osmotyczny

o catkowitg aktywno$¢ drobnoczasteczkowych antyoksydantow
e zawarto$¢ wody w tkankach

e przewodnos$¢ hydrauliczng.

4.1.1. Efektywna wydajnos$¢ kwantowa fotosystemu I1

Pomiary efektywnej wydajnosci kwantowej PSII — parametru fluorescencji chlorofilu
a okreslanego jako YIELD - wykonano w temperaturze 25/20°C (dzief/noc) na
roslinach zaadoptowanych do $wiatta bezposrednio przed dzialaniem chtodu, kazdego
dnia w trakcie 5 dni chtodzenia (14/12°C, dzief/noc) oraz podczas pigciu dni
odzyskiwania normalnego stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C,

dzien/noc) u dwdch linii rodzicielskich sorga (M71 1 SS79) (Schemat 2).
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W pierwszym dniu chlodzenia nastgpit znaczny spadek wydajnosci kwantowej PSII
mierzonej fluorescencjg chlorofilu a (YIELD, Ryc. 1). Dalsze chtodzenie powodowato
ciagly dalszy spadek tego parametru, a wérdd badanych linii zaznaczaty si¢ znaczne
réznice. Wigkszy spadek wydajnosci fotosyntetycznej mozna bylo zaobserwowaé
u linii wrazliwej na dziatanie chtodu (SS79), w poréwnaniu do linii tolerancyjnej
(M71). Najbardziej zauwazalne rdznice pomi¢dzy badanymi liniami widoczne byty
jednak w trakcie trwania pigciu dni zdrowienia siewek po chiodzeniu (recovery).
W piagtym dniu recovery u linii bardziej tolerancyjnej wartosci badanego parametru
byly bardzo zblizone (0,42) do tych sprzed chtodzenia (0,51).
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05t
1

04} \
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Rycina 1. Efektywna wydajnos¢ kwantowa fotosystemu II (PSII) mierzona fluorescencja
chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci dwoch linii rodzicielskich sorga bezposrednio
przed dziataniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu dni
zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazujg noc.

4.1.2. Przewodnos¢ aparatéw szparkowych

Pomiary przewodnosci szparkowej wykonywano przed chlodzeniem (25/20°C),
kazdego dnia w trakcie chlodzenia (14/12°C) oraz podczas pieciu dni trwania recovery

(25/20°C) u dwoch linii rodzicielskich sorga (Schemat 2).

49



Pierwszy dzien chtodzenia spowodowat otwarcie aparatow szparkowych u obu
badanych linii (Ryc. 2), jednak juz na poczatku drugiego dnia traktowania chtodem
aparaty szparkowe u obydwu linii przymknety si¢ do poziomu sprzed dziatania chiodu.
W trzecim oraz czwartym dniu traktowania chtodem przewodno$¢ szparkowa, zarowno
u linii tolerancyjnej (M71) jak i1 bardziej wrazliwej (SS79) na chtod, byta nieznacznie
wyzsza niz w warunkach kontrolnych. Natomiast, w pierwszym dniu recovery
przewodnos¢ szparkowa byta znacznie nizsza niz przed dzialaniem chtodu u obu linii.
W kolejnych dniach warto$ci te nieznacznie si¢ zwigkszyly, cho¢ nie osiagnety

poziomu sprzed chtodzenia.
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Rycina 2. Przebieg zmian przewodnosci szparkowej trzech pierwszych lisci dwoch linii
rodzicielskich sorga przed dziataniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz
w trakcie pigciu dni zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna
roznica (p 0,05). Czarne prostokaty na osi X wskazujg noc.

4.1.3. Zawarto$¢ kwasu abscysynowego (ABA)

Zawarto$¢ ABA w lisciach i korzeniach oraz stezenie ABA [ABA] w soku ksylemu
mierzono u dwdch linii rodzicielskich sorga przed chtodzeniem, podczas traktowania

chtodem oraz podczas pigciu dni trwania recovery (Schemat 2).
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Zawartos¢ ABA w lisciach obu badanych linii wzrosta na poczatku chtodzenia (Ryc.
3), przy czym u linii wrazliwej na dziatanie chtodu (SS79) wzrost byt nieco wyzszy.
W trakcie dalszego dziatania chtodu u obydwu linii poziom ABA utrzymywat si¢ wcigz
na wyzszym poziomie w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. W pierwszych
godzinach po zaprzestaniu dziatania chtodu, zawarto§¢ ABA spadia u obydwu linii do
poziomu zblizonego do kontroli a w nastgpnych dwoch dniach gwattownie przejsciowo

wzrosta. Podczas dalszego recovery poziom ABA byt zblizony do tego sprzed

chlodzenia.
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Rycina 3. Zawarto$¢ ABA w trzech pierwszych lisciach dwoch linii rodzicielskich sorga przed
dzialaniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu dni
zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazujg noc.

[ABA] soku ksylemu siewek sorga obu badanych linii bytlo podobne w warunkach
kontrolnych i wahato si¢ w zakresie 15-18 nM (Ryc. 4). Jednak juz po 4 h chlodzenia
siewek [ABA] wzrosto istotnie u obu badanych linii, cho¢ wzrost ten byt duzo wigkszy
u linii bardziej tolerancyjnej na chtéd (M71, 113 nM) w poréwnaniu z linig wzglednie
wrazliwg na ten stres (SS79, 34 nM). W kolejnych godzinach chtodzenia [ABA] u linii
SS79 utrzymywato si¢ na prawie takim samym poziomie, natomiast u linii M71

znacznie spadto (47 nM). Dalsze chtodzenie powodowato znaczny wzrost [ABA] u linii
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MT71. Pierwszy dzien recovery spowodowat wzrost [ABA] u linii wrazliwej na chtod
(SS79), natomiast spadek u tolerancyjnej (M71). W trakcie kolejnych dni trwania
recovery [ABA] nieznacznie spadto u linii SS79, a u linii M71 wzrosto, jednak wcigz
bylo wyzsze, u obydwu linii, w poréwnaniu do warunkdéw sprzed rozpoczecia

chlodzenia i traktowania chtodem.
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Rycina 4. Stezenie ABA w soku ksylemu dwoch linii rodzicielskich sorga przed dzialaniem
chlodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu dni zdrowienia siewek
(recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna roznica (p 0,05). Czarne prostokaty na osi
X wskazuja noc.

W pierwszym dniu chlodzenia poziom ABA w korzeniach obnizyt si¢ znaczaco u obu
badanych linii (Ryc. 5) 1 przez kolejne trzy dni wcigz utrzymywat si¢ na nizszym
poziomie, w porownaniu do warunkéw sprzed chtodzenia. Pod koniec chtodzenia oraz

w trakcie recovery poziom ABA u linii M71 i SS79 byt podobny jak w warunkach

kontrolnych.
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Rycina 5. Zawartos¢ ABA w korzeniach dwoch linii rodzicielskich sorga przed dziataniem
chtodu, podczas pieciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu dni zdrowienia siewek
(recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna roznica (p 0,05). Czarne prostokaty na osi
X wskazujg noc.

4.1.4. Wartos¢ pH

Warto$¢ pH mierzono w soku ksylemu oraz soku z lisci u dwoch linii rodzicielskich
sorga przed chtodzeniem, w trakcie dziatania chtodu oraz podczas kazdego dnia trwania

recovery (Schemat 2).

Warto$¢ pH soku ksylemu dla obu linii wzrosta juz po 4 h chtodzenia z 5,7 do 5,9 dla
linit M71 1z 5,8 do 6,2 po 7h chtodzenia dla linii SS79 (Ryc. 6). W kolejnych dniach
chtodzenia warto$¢ pH soku ksylemu dla linii M71 utrzymywala si¢ na nieznacznie
wyzszym poziomie w poréwnaniu do warunkéw sprzed chtodzenia, podobnie byto
u linii SS79, jednak tutaj na nieco wyzszym poziomie w porownaniu do warunkow

kontrolnych. Natomiast przez wigkszos¢ czasu trwania recovery pH soku ksylemu,
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zaroOwno u linii bardziej tolerancyjnej na dziatanie chtodu, jak i wrazliwej, bylo nizsze

W poréwnaniu do okresu chtodzenia.
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Rycina 6. Warto$ci pH soku ksylemu u dwoch linii rodzicielskich sorga przed dziataniem
chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pieciu dni zdrowienia siewek
(recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05). Czarne prostokaty na osi

X wskazuja noc.

Warto$¢ pH soku z liSci siewek sorga linii tolerancyjnej na chtod juz po 4h chlodzenia

spadta z 6,3 do 6,0 i w trakcie kolejnych dni chtodzenia wciaz utrzymywala si¢ na

nizszym poziomie w stosunku do wartosci sprzed dziatania chtodu (Ryc. 7). Natomiast

u linii wrazliwej na chtéd wartos¢ pH wzrosta z 5,9 do 6,2 po 7h chtodzenia 1 w trakcie

trwania chtodu warto$¢ ta wcigz byla wyzsza niz przed chlodzeniem. Pierwszy dzien

recovery spowodowat dramatyczny spadek wartosci pH soku z lisci u obydwu

badanych linii, ktory utrzymywat sie podczas catego okresu recovery.
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Rycina 7. Wartosci pH soku z li$ci u dwoch linii rodzicielskich sorga przed dziataniem chiodu,
podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie trwania czterech dni zdrowienia siewek
(recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05). Czarne prostokaty na osi
X wskazujg noc.

4.1.5. Potencjal osmotyczny

Potencjat osmotyczny (OP) w lisciach 1 korzeniach mierzono u dwoch linii
rodzicielskich sorga przed chlodzeniem, podczas traktowania chlodem oraz podczas

pieciu dni trwania recovery (Schemat 2).

U obu badanych linii obserwowany byt spadek potencjatu osmotycznego w lisciach
siewek sorga juz od 52h chtodzenia po przejSciowym jego wzroscie w pierwszym dniu
chtodzenia (Ryc. 8). Kolejne godziny traktowania chtodem powodowaty ciagly spadek
warto$ci OP, przy czym w trzecim dniu dziatania chtodu zaznaczyty si¢ roznice miedzy
dwiema liniami. U linii tolerancyjnej (M71) zawarto$¢ substancji osmotycznie
czynnych byla istotnie wigksza w porownaniu do linii wrazliwej na chtéd (SS79). Po
zaprzestaniu chlodzenia i powrocie do warunkow kontrolnych (recovery) wartosci OP

ponownie wzrosty u obu linii, jednak wcigz utrzymywaly si¢ rdéznice pomiedzy
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badanymi liniami, bedgc nizsze u linii tolerancyjnej. Pod koniec trwania okresu

recovery wartosci OP byly zblizone do tych sprzed chtodzenia.
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Rycina 8. Potencjal osmotyczny w trzech pierwszych liSciach dwoch linii rodzicielskich sorga
przed dziataniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu dni
zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazuja noc.

Potencjal osmotyczny w korzeniach spadt u obu badanych linii juz w pierwszym dniu

chlodzenia, kolejne dni traktowania chtodem powodowaly dalszy spadek potencjatu

osmotycznego (Ryc. 9). Spadek ten byt szybszy 1 bardziej wyrazny u linii wrazliwej na

dziatanie chtodu (SS79) w poréwnaniu do linii tolerancyjnej (M71). Podczas trwania

okresu zdrowienia siewek potencjal osmotyczny powrocit do poziomu sprzed

chlodzenia u obu badanych linii.
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Rycina 9. Potencjal osmotyczny w korzeniach dwoch linii rodzicielskich sorga przed
dzialaniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie czterech dni
zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazujg noc.

4.1.6. Calkowita aktywnos$¢ drobnoczasteczkowych antyoksydantow

Aktywno$¢ drobnoczasteczkowych antyoksydantow (tzw. antyoksydacyjna aktywnos$¢
tkanek) mierzono w korzeniach u dwoch linii rodzicielskich sorga przed chtodzeniem,

w trakcie dziatania chtodu oraz podczas pigciu dni trwania recovery (Schemat 2).

Aktywno$¢ antyoksydacyjna w korzeniach siewek sorga byla taka sama u obu
badanych linii w warunkach kontrolnych (Ryc.10). Pierwsze godziny chtodzenia
spowodowaty spadek aktywnos$ci antyoksydacyjnej tkanek zarowno u linii wrazliwej
(SS79) jak 1 tolerancyjnej (M71). Kolejny dzien dziatania chlodu na siewki sorga
spowodowal znaczacy wzrost zawartosci antyoksydantow w korzeniach, zwlaszcza
u linii wrazliwej, u ktorej aktywno$¢ antyoksydacyjna byta wcigz wyzsza w trakcie
dziatania chtodu. Pod koniec recovery aktywnos$¢ antyoksydacyjna u obu badanych

linii byla podobna do tej sprzed chlodzenia.
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Rycina 10. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna w tkankach korzeni dwoch linii rodzicielskich sorga
przed dziataniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie czterech dni
zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna roznica (p 0,05). Czarne
prostokaty na osi X wskazuja noc.

4.1.7. Zawartos¢ wody w tkankach lisci

Zawarto$¢ wody mierzono w lisciach dwoch linii rodzicielskich sorga przed
chtodzeniem, w trakcie dziatania chlodu oraz podczas pigciu dni trwania recovery

(Schemat 2).

U obu badanych linii zawarto$¢ wody w lisciach byta bardzo podobna w warunkach
kontrolnych. Pierwsze godziny chtodzenia spowodowaly wzrost zawartosci wody
U obu linii, jednak u linii tolerancyjnej na chtéd (M71) wzrost ten byt znaczacy. Kolejne
dni chtodzenia powodowaty spadek zawartosci wody w lisciach zaréwno u linii M71
jak 1 SS79. Wartos¢ ta byta nizsza przez caly okres trwania chtodu w poréwnaniu do
warunkow kontrolnych. W trakcie trwania recovery zawartos¢ wody w tkankach

wzrosta u obu linii, a pod koniec byta podobna do tej sprzed chiodzenia.
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Rycina 11. Zawarto$¢ wody w trzech pierwszych lisciach dwoch linii rodzicielskich sorga
przed dziataniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu dni
trwania zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna roznica (p
0,05). Czarne prostokaty na osi X wskazuja noc.

4.1.8. Przewodnos$¢ hydrauliczna

Przewodno$¢ hydrauliczng korzeni mierzono u obu linii rodzicielskich przed

chlodzeniem oraz w drugim dniu traktowania chtodem.

W warunkach kontrolnych przewodno$¢ hydrauliczna byta nizsza u linii wrazliwej na
chtéd (SS79) w poréwnaniu z tolerancyjng (M71), cho¢ rdéznica ta nie byla
statystycznie istotna (Ryc. 12). Chtod spowodowat spadek przewodnosci hydraulicznej
u obu linii. Jednakze u linii wzglednie tolerancyjnej na dziatanie chtodu, spadek

przewodnosci hydraulicznej byl znacznie wigkszy niz u linii wrazliwe;.
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Rycina 12. Przewodnos¢ hydrauliczna w korzeniach dwoch linii rodzicielskich sorga przed
chlodzeniem (25/20°C dzien/noc; Kontrola) oraz w trakcie drugiego dnia chtodzenia (14/12°C,
Chtod).

4.2. 11 grupa doswiadczen

W drugiej grupie dos§wiadczen przeprowadzono fizjologiczne fenotypowanie 6 linii
rodzicielskich sorga: M71, SS79, Etian, Keller, Ji2731 oraz Btx623, gdzie oceniano:
o fizjologiczne reakcje czesci nadziemnej na stres chtodu,

e zdolnosci adaptacyjne do warunkéw chtodu hartowanych susza siewek.

Kazde doswiadczenie na siewkach szesciu linii rodzicielskich sorga powtarzano
niezaleznie dwa razy. Siewki sorga rosty w komorze wzrostowej w warunkach
kontrolnych do fazy w pelni wyksztatconego 3-go liscia. Po 21 dniach wzrostu poddano
je chlodzeniu. Po pigciu dniach traktowania chtodem nastgpowal 5-dniowy okres

odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (recovery) (Schemat 3).

W drugiej grupie doswiadczen zmierzono nastepujace parametry fizjologiczne:
o cfektywng wydajnos¢ kwantowg fotosystemu II (PSII),
e przewodno$¢ aparatéw szparkowych,

e zawarto$¢ kwasu abscysynowego (ABA),
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e potencjat osmotyczny,

e zawarto$¢ wody w tkankach.

4.2.1. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II

Pomiary parametru fluorescencji chlorofilu a efektywnej wydajno$ci kwantowe;j
fotosystemu I1 (PSII, YIELD wykonano na roslinach zaadaptowanych do $wiatta przed
dziataniem chtodu (25/20°C, dziefn/noc), kazdego dnia w trakcie chtodzenia (13/10°C,
dzien/noc) oraz podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego stanu siewek po
dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C, dzief/noc) u szesciu linii rodzicielskich sorga
(Schemat 3).

Po 4 godzinach chtodzenia nastgpit znaczny spadek wydajnosci kwantowej PSII (Ryc.
13). Dalsze chtodzenie powodowato dalszy ciagly spadek wydajnosci kwantowej PSII,
a wsérod badanych linii zaznaczaly si¢ roznice, ktore szczegdlnie byly widoczne
W pigtym dniu recovery. Linia M71 1 Ji2731 prawie w petni odzyskaty normalny stan
sprzed traktowania chtodem, podczas gdy linie: SS79, Keller i Btx623 tylko

w niewielkim stopniu.
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Rycina 13. Efektywna wydajnos¢ kwantowa fotosystemu II (PSII) mierzona fluorescencja
chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci dwoch linii rodzicielskich sorga przed dziataniem
chlodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu dni trwania dni
zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna roznica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazuja noc.

U linii wrazliwych na dziatanie chtodu (SS79, Keller i Btx623, Ryc. 15) znaczacy
spadek wydajnosci fotosyntetycznej mierzony wydajnoscia kwantowa PSII
obserwowany byt w pierwszym (najstarszym liSciu) w poréwnaniu do trzeciego
(najmtodszego), podczas gdy u linii tolerancyjnych (M71iJi2731, Ryc. 14) réznice nie
byly tak wyrazne. W pigtym dniu dziatania chtodu oraz w trakcie recovery réznice

mi¢dzy badanymi liniami byty szczegdlnie wyrazne.
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Rycina 14. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (PSII) mierzona fluorescencja
chlorofilu a (YIELD) dla trzech pierwszych lisci u linii sorga tolerancyjnych na chtéd (M71,
Ji2731) przed dziataniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu
dni zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna ro6znica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazuja noc.
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Rycina 15. Efektywna wydajnos¢ kwantowa fotosystemu II (PSII) mierzona fluorescencja
chlorofilu a (YIELD dla trzech pierwszych lisci u linii sorga wrazliwych na chtod (SS79, Keller
i Btx623) przed dziataniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie
pigeciu dni zdrowienia siewek (recovery) LSD - najmniejsza, Statystycznie istotna rdznica
(p 0,05). Czarne prostokaty na osi X wskazujg noc.
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4.2.2. Przewodnos$¢ aparatow szparkowych

U wszystkich sze$ciu linii rodzicielskich pomiary przewodno$ci szparkowej
wykonywano przed chlodzeniem, kazdego dnia w trakcie dziatania chtodu oraz

w trakcie trwania okresu odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (Schemat 3.).

Dziatanie temperatury chtodowej powodowato przymkniecie aparatow szparkowych
W poréwnaniu z roslinami kontrolnymi u wszystkich badanych linii (Ryc. 16). Po
pierwszych dziewigciu godzinach traktowania chtodem aparaty szparkowe otworzyty
si¢, jednak kolejny dzien dziatania chtodu spowodowat ich przymknigcie do poziomu
kontrolnego. Pod koniec chtodzenia oraz w poczatkowych dniach odzyskiwania
normalnego stanu przez siewki (recovery) aparaty szparkowe byly przymkniete

u wszystkich badanych linii.
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-
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Rycina 16. Przebieg zmian przewodnosci szparkowej trzech pierwszych liSci sze$ciu linii
rodzicielskich sorga przed dzialaniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w
trakcie pigciu dni zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna
roznica (p 0,05). Czarne prostokaty na osi X wskazuja noc.
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4.2.3. Zawartos¢ ABA

U wszystkich szesciu linii rodzicielskich zawarto§¢ ABA zmierzono w lisciach, przed
chtodzeniem, kazdego dnia w trakcie dziatania chtodu oraz w trakcie trwania okresu

odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (Schemat 3).

W trakcie drugiego dnia chlodzenia nastgpit wzrost poziomu ABA w lisciach
u wszystkich badanych linii. Wyzsza zawartos¢ ABA w trakcie dziatania chiodu,
W poréwnaniu z warunkami kontrolnymi, byta wyraznie widoczna przez pierwsze
cztery dni traktowania chtodem. Podczas recovery poziom ABA u wigkszo$ci linii byt

porownywalny jak przed chtodzeniem.

- M71
™ -= SS879
4 ) —+— Etian
ar — Keller
§‘ Ji2731
=) = Btx623
"-Cl
©° 3
£ /11
5 /
< | |’,l
8 217 AN
i/
©
s |</
© /
N 18 ¢ I LSD (0,646), p 0,05
g
® 3
£ 5 Chtodzenie 14/12°C dzien/noc Recovery 25/20°C dzien/noc
0

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
12 36 60 84 108 132 156 180 204 228

Czas eksperymentu (h)

Rycina 17. Zawarto$¢ ABA w trzech pierwszych lisciach szeéciu linii rodzicielskich sorga
przed dziataniem chlodu, podczas pigciu dni traktowania chtlodem oraz w trakcie pigciu dni
zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna roznica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazuja noc.

65



4.2.4. Potencjal osmotyczny

Potencjal osmotyczny (OP) w lisciach sze$ciu linii rodzicielskich sorga zmierzono
przed chtodzeniem, kazdego dnia w trakcie dziatania chtodu oraz w trakcie trwania

okresu odzyskiwania normalnego stanu przez siewki (Schemat 3).

Przed dziataniem chtodu warto$¢ OP u szes$ciu badanych linii byta prawie taka sama.
W trzecim dniu chtodzenia zaobserwowano znaczacy spadek potencjatu osmotycznego
w lisciach u wszystkich linii. Kolejne dni traktowania chtodem powodowaty ciagly
spadek OP, a roznice pomig¢dzy liniami zaznaczaly si¢ coraz bardziej. Najwigkszy
spadek zaobserwowano u tolerancyjnej linii M71. W trakcie recovery u szesciu
badanych linii widoczny byl wzrost OP. Wartos¢ OP u wszystkich linii powrdcita do

poziomu kontrolnego na zakonczenie okresu recovery.
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Rycina 18. Potencjal osmotyczny w trzech pierwszych liciach szesciu linii rodzicielskich
sorga przed dziataniem chtodu, podczas pigciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pigciu
dni zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna roznica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazuja noc.
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4.25. Zawartos¢ wody w tkankach

Zawartos¢ wody mierzono w liSciach sze$ciu linii rodzicielskich sorga przed

chlodzeniem, w trakcie dziatania chiodu oraz podczas pigciu dni trwania recovery
(Schemat 3).

U prawie wszystkich badanych linii zawartos¢ wody w lisciach byla podobna
w warunkach kontrolnych. Pierwsze godziny chlodzenia spowodowatly wzrost
zawartosci wody w tkankach w czterech z sze$ciu linii, przy czym u linii tolerancyjnych
na chtéd (M71, Ji2731) wzrost ten byt znacznie wyzszy w poréwnaniu do pozostatych.
W kolejnych dnia chlodzenia nastapit spadek zawartosci wody w liSciach, a wartosc¢ ta
byla najnizsza w 3 dniu dziatania chlodu. Podczas 2 dnia trwania recovery zawarto$¢
wody w tkankach wzrosta u wszystkich badanych linii, a pod koniec byta podobna do

tej sprzed chtodzenia.
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Rycina 19. Zawarto$¢ wody w trzech pierwszych liSciach szeSciu linii rodzicielskich sorga
przed dziataniem chtodu, podczas pieciu dni traktowania chtodem oraz w trakcie pieciu dni
zdrowienia siewek (recovery). LSD - najmniejsza, statystycznie istotna roznica (p 0,05).
Czarne prostokaty na osi X wskazujg noc.
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4.2.6. Zdolnosci adaptacyjne do warunkéw chlodu hartowanych suszg siewek

W doswiadczeniach, w ktérych badano zdolnos$ci adaptacyjne sorga do warunkow
chtodu poprzez hartowanie ich susza glebowa pomiaréw dokonano po 20 dniach
wzrostu, przed chtodzeniem, czyli w warunkach kontrolnych (25/20°C, dzien/noc,
Kontrola, Susza) oraz w chlodzie, po 5 dniach chtodzenia (13/10°C, dzien/noc, Chtod,

Chtod - susza) u szesciu linii rodzicielskich.

Uzyskane wyniki pomiaréw fluorescencji wskazuja, ze zastosowany poziom suszy
I czas jej oddziatywania na siewki nie spowodowat istotnych zmian wydajnos$ci aparatu
fotosyntetycznego u badanych linii mierzonego wydajnoscig kwantowa PSII (Ryc. 20).
Natomiast w chtodzie znacznie obnizyta si¢ efektywna wydajno$¢ kwantowa PSII, ale
zarowno siewek hartowanych, jak i niehartowanych susza. Hartowanie susza przed
dziataniem chtodu nie wptyngto wigc istotnie na funkcjonowanie aparatu

fotosyntetycznego (PSII) w warunkach chtodu.
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Rycina 20. Efektywna wydajno$¢ kwantowa PSII (YIELD) mierzona fluorescencja chlorofilu
a w trzech pierwszych lisciach siewek szesciu linii rodzicielskich sorga przed chlodzeniem
(25/20°C dziefi/noc; Kontrola, Susza) oraz W trakcie pigtego dnia chtodzenia (13/10°C,
niehartowane Chtod i hartowane susza, Chtod - susza). Wyliczono warto$¢ LSD (najmniejsza,
statystycznie istotna réznica) przy p 0,05. Inset przedstawia $rednie warto$ci badanego
parametru z poszczegdlnego traktowania dla wszystkich badanych linii sorga. Identyczne litery
oznaczajg brak roznic istotnych statystycznie wedtug wielokrotnego testu Duncana p 0.05.

Zrédlo wariancji Efektywna wydajno$¢ kwantowa
PSII
Traktowanie il
Linie il
Traktowanie x Linie *x

Tabela 2. Tabela analizy wariancji. Zrodto wariancji: 4 traktowania, 6 linii oraz interakcja
miedzy nimi. *, ¥*, *** zpaczenie przy p 0.05, 0.01, 0.001.

Susza spowodowata nieznaczny spadek przewodnosci szparkowej lisci u trzech
badanych linii (Etian, Keller i Ji2731, Ryc. 21), jednak u pozostatych (M71, SS79
I Btx623) przewodnos¢ szparkowa wzrosta a aparaty szparkowe otworzyly si¢, susza
spowodowata wiec u tych linii przej$ciowa utrate zdolnosci kontroli stanu rozwarcia

aparatow szparkowych. W trakcie dziatania chtodu aparaty szparkowe u obydwu grup
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przymknely si¢ prawie do tego samego poziomu, jednak u siewek hartowanych susza

przewodnos¢ szparkowa byla nieco nizsza, w poréwnaniu do niehartowanych.
500

B M71 i
Il SS79 300

[ ] Etian
B Keller
400 g Ji2731
B Btx623

200

100

300 ¢

200

]:LSD (86,5), p 0,05
100 -

Przewodnosé¢ szparkowa (mmol m?s™)

Kontrola Susza Chiod Chiod - susza

Rycina 21. Przewodno$¢ szparkowa w trzech pierwszych liSciach siewek szeSciu linii
rodzicielskich sorga przed chtodzeniem (25/20°C dzien/noc; Kontrola, Susza) oraz w trakcie
piatego dnia chtodzenia (13/10°C, niehartowane Chtdd i hartowane susza, Chtod - susza).
Wyliczono warto$¢ LSD (najmniejsza, statystycznie istotna roznica) przy p 0,05. Inset
przedstawia S$rednie wartosci badanego parametru z poszczegdlnego traktowania dla
wszystkich badanych linii sorga. Identyczne litery w oznaczaja brak roznic istotnych
statystycznie wedtug wielokrotnego testu Duncana p 0.05.

Zrédlo wariancji Przewodnos$¢ szparkowa
Traktowanie faleled
Linie Frx
Traktowanie x Linie ekl

Tabela 3. Tabela analizy wariancji. Zrédto wariancji: 4 traktowania, 6 linii oraz interakcja
miedzy nimi. *, **, *** znaczenie przy p 0.05, 0.01, 0.001.

W trakcie hartowania suszg zawartoS¢ ABA w liSciach byla nieco wyzsza niz
w warunkach kontrolnych (Ryc. 22). Chtdéd spowodowal wzrost zawartosci ABA
zarowno u hartowanych jak i niehartowanych siewek sorga. U linii SS79, Ji2731
I Btx623 zawartos¢ ABA u siewek hartowanych susza byla istotnie wigksza

w poréwnaniu do nie-hartowanych.
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Rycina 22. Zawarto$§¢ ABA w trzech pierwszych lisciach siewek sze$ciu linii rodzicielskich sorga
przed chtodzeniem (25/20°C dzien/noc; Kontrola, Susza) oraz w trakcie pigtego dnia chtodzenia
(13/10°C, niehartowane Chtod i hartowane susza, Chtdd - susza). Wyliczono wartos¢ LSD
(najmniejsza, statystycznie istotna roznica) przy p 0,05. Inset przedstawia $rednie wartosci
badanego parametru z poszczego6lnego traktowania dla wszystkich badanych linii sorga. Identyczne
litery oznaczajg brak roznic istotnych statystycznie wedlug wielokrotnego testu Duncana p 0.05.

Zrédlo wariancji Zawarto$¢ ABA
Traktowanie Py
Linie Fxk
Traktowanie x Linie *

Tabela 4. Tabela analizy wariancji. Zrédto wariancji: 4 traktowania, 6 linii oraz interakcja
miedzy nimi. *, **, *** znaczenie przy p 0.05, 0.01, 0.001.

U siewek hartowanych susza warto$¢ potencjatu osmotycznego (OP) byta nizsza niz
u niehartowanych (Ryc. 23). Chtod spowodowat znaczacy spadek OP, ktory osiagnat

nizsze warto$ci u siewek hartowanych susza niz u niehartowanych. W warunkach stresu
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niskiej temperatury u siewek hartowanych suszg u linii SS79 (wrazliwej na dziatanie

chtodu) warto$¢ OP jest znacznie nizsza w porownaniu z siewkami niehartowanymi.
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Rycina 23. Potencjal osmotyczny w trzech pierwszych lisciach siewek szeSciu linii
rodzicielskich sorga przed chlodzeniem (25/20°C dziefi/noc; Kontrola, Susza) oraz w trakcie
piatego dnia chtodzenia (13/10°C, niehartowane Chtod i hartowane susza, Chtdd - susza).
Wyliczono warto$¢ LSD (najmniejsza, statystycznie istotna réznica) przy p 0,05. Inset
przedstawia S$rednie wartosci badanego parametru z poszczegdlnego traktowania dla
wszystkich badanych linii sorga. Identyczne oznaczaja brak rdznic istotnych statystycznie
wedtug wielokrotnego testu Duncana p 0.05.

Zrédlo wariancji Potencjal osmotyczny
Traktowanie [y
Linie *kk
Traktowanie X Linie -

Tabela 5. Tabela analizy wariancji. Zrodto wariancji: 4 traktowania, 6 linii oraz interakcja
miedzy nimi. *, ¥*, *** zpaczenie przy p 0.05, 0.01, 0.001.

U wszystkich badanych linii chtdéd nie spowodowal zwigkszenia aktywnosSci
antyoksydacyjnej w siewkach niehartowanych suszg (Ryc. 24). Susza spowodowata
znaczacy wzrost aktywnos$ci antyoksydantow u linii M71, co przyczynito si¢ do
wickszej aktywnos$ci antyoksydacyjnej u tych siewek po zadziataniu chiodu. U jedne;j
z badanych linii, SS79, mozna bylo zauwazy¢ znaczacy wzrost aktywnosci
antyoksydacyjnej w siewkach hartowanych suszg w trakcie dziatania niskiej

temperatury, chociaz susza nie powodowata wzrostu aktywnosci antyoksydacyjne;.
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Utej linii w siewkach niehartowanych suszg nie zwigkszyla si¢ aktywnosc
antyoksydacyjna w chtodzie, co moze sugerowacé, ze hartowanie suszg moze zwiekszy¢

odpornos¢ na dziatanie chtodu u niektorych linii.

12
12 =
B M71 ‘
Bl ss79 1 ILSD (0,83), p 0,05
| [ Etian g
10 I Keller
B Ji2731 6
[l Btx623 ol & a - -
| B l nl
0

Kontrola Susza Chisd  Chiod - susza

Aktywnos¢ antyoksydacyjna

Kontrola Susza Chiod Chiod - susza

Rycina 24. Aktywno¢ antyoksydacyjna w trzech pierwszych lisciach siewek sze$ciu linii
rodzicielskich sorga przed chtodzeniem (25/20°C dzien/noc; Kontrola, Susza) oraz w trakcie
piatego dnia chtodzenia (13/10°C, niehartowane Chtod i hartowane susza, Chtod - susza).
Wyliczono warto$¢ LSD (najmniejsza, statystycznie istotna rdoznica) przy p 0,05. Inset
przedstawia S$rednie warto$ci badanego parametru z poszczegélnego traktowania dla
wszystkich badanych linii sorga. ldentyczne litery oznaczaja brak réznic istotnych
statystycznie wedtug wielokrotnego testu Duncana p 0.05.

Zrédlo wariancji Aktywno$¢ antyoksydacyjna
Traktowanie il
Linie
Traktowanie x Linie

*k%

**

Tabela 6. Tabela analizy wariancji. Zrodto wariancji: 4 traktowania, 6 linii oraz interakcja
miedzy nimi. *, **, *** znaczenie przy p 0.05, 0.01, 0.001.

U siewek niehartowanych susza chtdéd spowodowal wigkszy wyptyw elektrolitow
u linii wrazliwych na dziatanie tego stresu (SS79, Keller 1 Btx623, Ryc. 25). U tych
trzech linii w siewkach hartowanych susza jeszcze bardziej zwigkszyt sie wyplyw

elektrolitow w trakcie dziatania chtodu w porownaniu z siewkami niehartowanymi.
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Rycina 25. Wyplyw elektrolitow w trzech pierwszych lisciach siewek szesciu linii
rodzicielskich sorga w trakcie piagtego dnia chtodzenia (13/10°C, niehartowane Chtod
i hartowane suszg, Chtod - susza). Wyliczono wartos¢ LSD (najmniejsza, statystycznie istotna
roznica) przy p 0,05. Inset przedstawia Srednie warto$ci badanego parametru z poszczegdlnego
traktowania dla wszystkich badanych linii sorga. ldentyczne litery w obrgbie traktowania
oznaczajg brak roznic istotnych statystycznie wedtug wielokrotnego testu Duncana p 0.05

Zrédlo wariancji Wyplyw elektrolitéw
Traktowanie ek
Linie *kk
Traktowanie x Linie Kk

Tabela 7. Tabela analizy wariancji. Zrédto wariancji: 4 traktowania, 6 linii oraz interakcja
miedzy nimi. *, **, *** znaczenie przy p 0.05, 0.01, 0.001.
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4.3. III grupa doswiadczen

W trzeciej grupie doswiadczen przeprowadzono fizjologiczne fenotypowanie 4
populacji mapujacych:
JXE — zlozona ze 176 linii; dodatkowo badano 2 linie rodzicielskie: Ji2731
i Etian,
SXM — ztozona z 41 linii; dodatkowo badano 2 linie rodzicielskie: SS79 i M71,
SXE — ztozona z 50 linii; dodatkowo badano 2 linie rodzicielskie: SS79 i Etian,
SxJ — ztozona z 49 linii; dodatkowo badano 2 linie rodzicielskie: SS79 i Ji2731,
gdzie oceniano:

e fizjologiczne reakcje cz¢sci nadziemnej na stres chtodu.

Siewki sorga rosty w komorze wzrostowej w warunkach kontrolnych do fazy w peini
wyksztatconego 3-go liscia. Po 21 dniach wzrostu poddano je chtodzeniu. Po pigciu
dniach traktowania chtodem nastepowat 5-dniowy okres odzyskiwania normalnego

stanu przez siewki (recovery) (Schemat 4).

W trzeciej grupie doswiadczen zmierzono nastgpujace parametry fizjologiczne

W poszczegdlnych populacjach mapujacych:

efektywng wydajnos$¢ kwantowg fotosystemu II (PSII) — JXE, SXM, SxE, SxJ,
e przewodnos¢ aparatéw szparkowych— JXE, SXM, SXE, SxJ,

e potencjat osmotyczny— JXE, SXM, SXE, SxJ,

e zawarto$¢ kwasu abscysynowego (ABA) — JXE,

e zawartos¢ chlorofilu- JXE,

o wyplyw elektrolitéw — JXE.

4.3.1. Populacja mapujaca JXE
Efektywna wydajnos¢ kwantowa fotosystemu 11

Pomiary parametru fluorescencji chlorofilu a efektywnej wydajnosci kwantowej
fotosystemu 11 (PSII, YIELD) wykonano na ro$linach zaadaptowanych do $wiatta na
pierwszym, drugim oraz trzecim lisciu siewek. Pomiaréow dokonano u wszystkich
badanych linii populacji mapujacej oraz ich linii rodzicielskich przed dziataniem

chlodu (25/20°C, dzien/noc), przez pie¢ dni chlodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz
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podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego stanu siewek po dziataniu chlodu

(recovery, 25/20°C, dziefi/noc) (Schemat 4).

Wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II u wszystkich linii populacji mapujacej JXE,
atakze u obydwu linii rodzicielskich (Ji2731, Etian) znaczaco spadla w trakcie
dziatania chtodu (Ryc. 26). W trakcie recovery u wiekszosci badanych linii efektywna
wydajnos$¢ kwantowa PSIl wzrosta, ale wsrod badanych linii zaznaczylo si¢ ogromne
zroznicowanie. Wigkszo$¢ wartosci mierzonego parametru dla linii  populacji

mapujacej byla znacznie powyzej, albo ponizej wartos$ci dla linii rodzicielskich.
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Rycina 26. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (PSII) mierzona fluorescencjg
chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej JXE i dwoch
linii rodzicielskich: Ji2731 i Etian, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery. Poziome
linie przedstawiaja wartosci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD - najmniejsza,
statystycznie istotna roznica (p 0,05).

Przewodnosé aparatow szparkowych

Pomiaréw przewodnosci aparatéw szparkowych dokonano u wszystkich badanych linii
populacji mapujacej oraz ich linii rodzicielskich przed dzialaniem chtodu (25/20°C,

dzien/noc), przez pig¢ dni chtodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz podczas pigciu dni
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odzyskiwania normalnego stanu siewek po dzialaniu chtodu (recovery, 25/20°C,

dzien/noc) (Schemat 4).

W trakcie dziatania chtodu przewodnos$¢ szparkowa u wszystkich linii populacji

mapujacej JXE, a takze u obydwu linii rodzicielskich (Ji2731, Etian) znaczaco spadia

(Ryc. 27). Natomiast w trakcie recovery — wzrosta, nie osiggajac jednak poziomu

sprzed chtodzenia. Wsrod linii widoczne bylo bardzo duze zroznicowanie.

] ¥ 3
.................................... ¢,||l||||U-||+.|||TU.|u|MI
................................ = B Emwaas TEe ST e R

. = 3

g & - 3

ccccc .0%11|c!|c..c|¢||¢¢c!|c«c|1| lc..lnccticltuiﬂc = l.-c L.M|11m|
llllll e e e e e — s a L B e S
o -.I- = .%w
............................................... == =R
—_— L= M 3

L ] -4 3

..... .M--..--.-----t::--nnnn Ew————t—f-a .M-LM.I
llllll bQ\llllll..|ll|llll.ll|ﬂllll Ill.lllll!llll.lA‘l‘l = llllml
..... e e B st SR R
..... .m----.-..-------:..-u-.-_-- EEE=lIESTEE R
-l . 3

E E

|||—ll|'|l'l.— ||||||||||||||||||||| ||lI|||l| — ||M|ml
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||| Unll.-lnnn e = I
............................... --..-.,-u..-- (1 SRR e

. 3
e N = n:.kw. ==
|||||||||||||||||||||||||||||||||| e B ...L.Ul =
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ‘u—'n ..M%-n‘n.mﬂ P

[ L 3
....................................... S Rl 2T Seme
O a3
................ e e A
" a - o &1 3
— = Saee——— ) e i e I S 1 & R s
-- s <5 E
— -.-:--:.-:.-c'--.--:i.-.-‘h -A ............ P --le
............................................. e
e e e =
=4 l. F 3 3
.............. e SR R e o e R
...... e u-.i------;---....h.--- ==N
- " . PP E
||||||||||||||||||||||||||||||||| Se e ....uu.:-r.u.|||“|
................................. s EEs iR e
F . 2l = E
||||||||||||||||||||||||||||||| =i —— = e
v . LLLMIW
e lv iiiiii L3 llltll.v lllllllllllll .lt.“l t.LvllA,llnlml
llllllllllllllll — almll‘l — l‘-lll«h‘.‘ll Illll.lllllllm.l
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| =
e a & i— = 3 w
SR et L e e e
o -- W. |||||||||||||||| =L g mmmmmm = o e T
.m-..m s — = =t S e
-— 0 % - - = 3
S~ ' e miese|
a“ e 3
e == -m....m.!.- ....... |
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| i S S e N
)t i x =i S PR
o O o o o (=] o o o
0 < o~ o (=} [{=] -t N
- - - -

(,-8 ;W joww) emoxledzs Isoupomazid

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

0

15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165 175

5

nr linii

Rycina 27. Przewodno$¢ szparkowa trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej
JXE i dwoch linii rodzicielskich: Ji2731 i Etian, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.

Poziome linie przedstawiajg wartosci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -

najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05).

Potencjat osmotyczny

Potencjat osmotyczny (OP) zmierzono w pierwszym, drugim oraz trzecim liSciu

siewek. Pomiarow dokonano u wszystkich badanych linii populacji mapujacych oraz

ich linii rodzicielskich przed dzialaniem chtodu (25/20°C, dzien/noc), przez pie¢ dni

chlodzenia (13/10°C, dziefi/noc) oraz podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego

stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C, dzien/noc) (Schemat 4).
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Wsrod linii populacji mapujacej JXE, a takze u obydwu linii rodzicielskich (Ji2731,
Etian) zaznaczyto si¢ ogromne zrdéznicowanie (Ryc. 28). Wigkszos¢ wartosci
mierzonego parametru dla linii populacji mapujacej byta znacznie powyzej albo ponizej
wartosci dla linii rodzicielskich. Najwigksze roznice miedzy liniami populacji

mapujacej JXE widoczne byly podczas chtodzenia i recovery.
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Rycina 28. Potencjat osmotyczny trzech pierwszych liSci siewek sorga populacji mapujace;j
JXE i dwoch linii rodzicielskich: Ji2731 i Etian, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.
Poziome linie przedstawiajg wartosci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -
najmniejsza, statystycznie istotna rdznica (p 0,05).

Zawartos¢ kwasu abscysynowego

Pomiaréw zawartosci kwasu abscysynowego (ABA) dokonano w pierwszym, drugim
oraz trzecim lisciu siewek. Pomiarow dokonano u wszystkich badanych linii populacji
mapujacych oraz ich linii rodzicielskich przed dziataniem chtodu (25/20°C, dzief/noc),
przez pie¢ dni chtodzenia (13/10°C, dziefi/noc) oraz podczas pigciu dni odzyskiwania
normalnego stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C, dziefi/noc) (Schemat
4).

Zawartos¢ ABA u wszystkich linii populacji mapujacej JXE, a takze u obydwu linii
rodzicielskich (Ji2731, Etian) wzrosta w trakcie dziatania chlodu (Ryc. 29, 30). Po

zaprzestaniu dzialania chtodu — w trakcie recovery u wigkszosci badanych linii
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zawarto$¢ ABA spadta. Zaznaczyty si¢ ogromne réznice w zawartosci ABA w lisciach

miedzy liniami populacji mapujacej podczas chlodzenia i recovery, a rdznice te sg

znacznie wigksze, niz réznice miedzy liniami rodzicielskimi, przy czym wiele linii

uzyskato wyniki znacznie powyzej lub ponizej poziomu ABA u linii rodzicielskich.
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Rycina 29. Zawarto$¢ ABA w trzech pierwszych lisciach siewek sorga populacji mapujace;j
JXE i dwoch linii rodzicielskich: Ji2731 i Etian, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.
Poziome linie przedstawiajg wartoSci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -
najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05).
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Rycina 30. Srednia zawarto§¢ ABA w trzech pierwszych lisciach siewek sorga populacji
mapujacej JXE i dwoch linii rodzicielskich: Ji2731 i Etian, przed (Kontrola), w trakcie dziatania
chtodu oraz recovery. Srednie oznaczone tymi samymi literami nie wykazuja statystycznie
istotnych réznic (p 0,05).

Zawartos¢ chlorofilu

Ogo6lng zawarto$¢ chlorofilu w lisciach mierzono 2-go dnia odzyskiwania normalnego
stanu przez siewki po zakonczeniu chtodzenia (recovery). Pomiar zawartosci chlorofilu
wykonywano trzykrotnie na czwartym liciu (dolna, srodkowa i gorna cze$¢ blaszki
lisSciowej) trzech ro$lin z trzech roznych wazondéw u populacji mapujacej JXE i dwoch

linii rodzicielskich: Ji2731 i Etian.

W trakcie recovery widoczne byty roznice w zawartosci chlorofilu w gornej, sSrodkowej
1 dolnej czesci blaszki lisciowej u wszystkich badanych linii (Ryc. 31). Zawarto$¢

chlorofilu byta najwigksza w gornej czesci liscia, a najmniejsza w czesci dolne;.
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Rycina 31. Zawarto$¢ chlorofilu w czwartym lisciu siewek sorga populacji mapujacej JXE i
dwach linii rodzicielskich: Ji2731 i Etian. Poziome linie przedstawiajg warto$ci tego parametru
dla linii rodzicielskich. LSD - najmniejsza, statystycznie istotna rdznica (p 0,05).

Wyplyw elektrolitow

Pomiary wyptywu elektrolitow wykonano na pierwszym, drugim oraz trzecim liSciu
siewek w pigtym dniu chtodzenia. Pomiaréw dokonano u wszystkich badanych linii
populacji mapujacej oraz ich linii rodzicielskich w trakcie chtodzenia (13/10°C,

dzien/noc).

Wsrod badanych linii populacji mapujacej JXE, a takze u obydwu linii rodzicielskich
(Ji2731, Etian) wida¢ réznice w badanym parametrze (Ryc. 32). U niektorych linii
populacji mapujacej warto§¢ mierzonego parametru byla znacznie powyzej wartosci

dla linii rodzicielskich, a roznice te wyniosty nawet 30%.
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Rycina 32. Wyptyw elektrolitow mierzony w trzech pierwszych lisciach siewek sorga
populacji mapujacej JXE i dwoch linii rodzicielskich: Ji2731 i Etian w pigtym dniu chtodzenia.
Poziome linie przedstawiajg wartoSci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -

najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05).

4.3.2. Populacja mapujaca SxM

Efektywna wydajnosé kwantowa fotosystemu 11

Pomiary parametru fluorescencji chlorofilu a efektywnej wydajno$ci kwantowe;j

fotosystemu 11 (PSII, YIELD) wykonano na roslinach zaadaptowanych do $wiatta na

pierwszym, drugim oraz trzecim lisciu siewek. Pomiaréw dokonano u wszystkich

badanych linii populacji mapujacych oraz ich linii rodzicielskich przed dziataniem

chlodu (25/20°C, dzien/noc), przez pie¢ dni chiodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz

podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego stanu siewek po dziataniu chtodu

(recovery, 25/20°C, dzien/noc) (Schemat 4).

Wydajnos¢ kwantowa fotosystemu II u wszystkich linii populacji mapujace; SxM,

a takze u obydwu linii rodzicielskich (SS79, M71) znaczaco spadta w trakcie dziatania

chlodu (Ryc. 33, 34). W trakcie recovery u wigkszosci badanych linii wzrosta



efektywna wydajno$¢ kwantowa PSII, ktora u linii tolerancyjnych byta wyzsza niz
u linii wrazliwych na chtéd. Miedzy liniami wrazliwymi 1 tolerancyjnymi zaznaczyto
si¢ zroznicowanie (Ryc. 34), a wigkszos¢ warto$ci mierzonego parametru dla linii
populacji mapujacej byta znacznie powyzej albo ponizej wartosci dla linii

rodzicielskich.
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Rycina 33. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (PSIl) mierzona fluorescencja

chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej SxM i dwoch

linii rodzicielskich: SS79 i M71, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery. Poziome linie

przedstawiaja wartosci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD - najmniejsza, statystycznie
istotna réznica (p 0,05).
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Rycina 34. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (PSIl) mierzona fluorescencja
chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej SxM i dwoch
linii rodzicielskich: SS79 i M71, w warunkach kontroli, stresu chtodu oraz recovery. Grafika
przedstawia wartosci $rednie + odchylenia standardowe. Srednie oznaczone tymi samymi
literami nie wykazujg statystycznie istotnych réznic (p 0,05).

Przewodnosé aparatow szparkowych

Pomiaréow przewodnosci aparatow szparkowych dokonano u wszystkich badanych linii
populacji mapujacych oraz ich linii rodzicielskich przed dziataniem chtodu (25/20°C,
dzien/noc), przez pig¢ dni chtodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz podczas pigciu dni
odzyskiwania normalnego stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C,

dzien/noc) (Schemat 4).

W trakcie dziatania chtodu przewodnos$¢ szparkowa u wszystkich linii populacji
mapujacej SxM, a takze u obydwu linii rodzicielskich (SS79, M71) wyraznie spadta
(Ryc. 35, 36), natomiast w trakcie recovery — wzrosta. Miedzy liniami tolerancyjnymi
a wrazliwymi widoczne byto wigksze zréznicowanie po zaprzestaniu dziatania chtodu
(recovery) niz w trakcie chtodzenia (Ryc. 36). Podczas recovery u linii tolerancyjnych
mozna bylo zauwazy¢ szybsze ponowne otwarcie aparatow szparkowych,

W poréwnaniu do linii wrazliwych.
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Rycina 35. Przewodno$¢ szparkowa trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujace;j
SxM i dwdch linii rodzicielskich: SS79 1 M71, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.

Poziome linie przedstawiaja wartosci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -
najmniejsza, statystycznie istotna roéznica (p 0,05).
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Rycina 36. Przewodno$¢ szparkowa trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujace;j
SXM i dwoch linii rodzicielskich: SS79 1 M71, w warunkach kontroli, stresu chlodu oraz
recovery. Grafika przedstawia wartosci $rednie + odchylenia standardowe. Srednie oznaczone
tymi samymi literami nie wykazuja statystycznie istotnych roéznic (p 0,05).
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Potencjat osmotyczny

Potencjat osmotyczny (OP) zmierzono w pierwszym, drugim oraz trzecim liSciu
siewek. Pomiaréw dokonano u wszystkich badanych linii populacji mapujacych oraz
ich linii rodzicielskich przed dziataniem chtodu (25/20°C, dziefi/noc), przez pi¢¢ dni
chtodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego

stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C, dzien/noc) (Schemat 4).

Wisrdd linii populacji mapujacej SxM, a takze u obydwu linii rodzicielskich (SS79,
M71) wida¢ bylo zréznicowanie (Ryc. 37, 38), a wigkszo$¢ warto$ci mierzonego
parametru dla linii populacji mapujacej byta znacznie powyzej albo ponizej warto$ci
dla linii rodzicielskich. Jednak w chlodzie ro6znice migdzy liniami tolerancyjnymi
I wrazliwymi nie byly tak istotne, wigksze zréznicowanie widoczne byly podczas

recovery (Ryc. 38).
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Rycina 37. Potencjat osmotyczny trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej
SxM i dwoch linii rodzicielskich: SS79 1 M71, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.

Poziome linie przedstawiajg wartoSci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -
najmniejsza, statystycznie istotna roéznica (p 0,05).
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Rycina 38. Potencjal osmotyczny trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujace;j
SxM 1 dwoch linii rodzicielskich: SS79 i M71, w warunkach kontroli, stresu chlodu oraz
recovery. Grafika przedstawia wartosci Srednie + odchylenia standardowe.

4.3.3. Populacja mapujaca SxE
Efektywna wydajnosc¢ kwantowa fotosystemu 11

Pomiary parametru fluorescencji chlorofilu a efektywnej wydajno$ci kwantowe;j
fotosystemu 11 (PSIl, YIELD) wykonano na roslinach zaadaptowanych do $wiatta na
pierwszym, drugim oraz trzecim lisciu siewek. Pomiarow dokonano u wszystkich
badanych linii populacji mapujacych oraz ich linii rodzicielskich przed dzialaniem
chlodu (25/20°C, dzien/noc), przez pie¢ dni chiodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz
podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego stanu siewek po dziataniu chlodu

(recovery, 25/20°C, dzien/noc) (Schemat 4).

Wydajnos¢ kwantowa fotosystemu II u wszystkich linii populacji mapujacej SxE,
a takze u obydwu linii rodzicielskich (SS79, Etian) znaczaco spadta w trakcie dziatania
chtodu (Ryc. 39, 40), a pomigdzy liniami tolerancyjnymi i wrazliwymi widoczne byty
znaczace roznice. W trakcie recovery u wszystkich badanych linii wzrosta efektywna
wydajnos¢ kwantowa PSII, jednak rdéznice miedzy wrazliwymi i tolerancyjnymi

liniami nie byly istotne.
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Rycina 39. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (PSIl) mierzona fluorescencja
chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujagcej SXE i dwoch
linii rodzicielskich: SS79 i Etian, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery. Poziome
linie przedstawiaja wartosci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD - najmniejsza,
statystycznie istotna roznica (p 0,05).
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Rycina 40. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (PSIl) mierzona fluorescencja
chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej SXE i dwoch
linii rodzicielskich: SS79 i Etian, w warunkach kontroli, stresu chtodu oraz recovery. Grafika
przedstawia wartoéci $rednie + odchylenia standardowe. Srednie oznaczone tymi samymi
literami nie wykazujg statystycznie istotnych réznic (p 0,05).
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Przewodnosé aparatow szparkowych

Pomiaréw przewodnosci aparatoéw szparkowych dokonano u wszystkich badanych linii
populacji mapujacych oraz ich linii rodzicielskich przed dziataniem chtodu (25/20°C,
dzien/noc), przez pi¢¢ dni chlodzenia (13/10°C, dziefi/noc) oraz podczas pigciu dni
odzyskiwania normalnego stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C,

dzien/noc) (Schemat 4).

W trakcie dziatania chtodu przewodnos$¢ szparkowa u wszystkich linii populacji
mapujacej SxE, a takze u obydwu linii rodzicielskich (SS79, Etian) znaczaco spadia
(Ryc. 41). Natomiast w trakcie recovery — wzrosta, a wigkszo$¢ warto$ci mierzonego
parametru dla linii populacji mapujacej byta znacznie powyzej albo ponizej wartosci

dla linii rodzicielskich, podobnie jak przed chtodzeniem.
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Rycina 41. Przewodno$¢ szparkowa trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej
SxE i dwoch linii rodzicielskich: SS79 i Etian, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.
Poziome linie przedstawiaja warto$ci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -
najmniejsza, statystycznie istotna rdznica (p 0,05).
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Rycina 42. Przewodno$¢ szparkowa trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej
SxE 1 dwoch linii rodzicielskich: SS79 i Etian, w warunkach kontroli, stresu chlodu oraz
recovery. Srednie oznaczone tymi samymi literami nie wykazuja statystycznie istotnych roznic
(p 0,05). Grafika przedstawia wartosci $rednie + odchylenia standardowe.

Potencjal osmotyczny

Potencjal osmotyczny (OP) zmierzono w pierwszym, drugim oraz trzecim lisciu
siewek. Pomiaréw dokonano u wszystkich badanych linii populacji mapujacych oraz
ich linii rodzicielskich przed dziataniem chtodu (25/20°C, dzien/noc), przez pie¢ dni
chlodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego

stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C, dziefi/noc) (Schemat 4).

U linii populacji mapujacej SXE warto§¢ OP spadta w trakcie dziatania chtodu (Ryc.
43, 44), jednak u linii tolerancyjnych spadek ten byt wigkszy niz u wrazliwych.
W trakcie recovery warto$¢ OP znacznie wzrosta i byta bardzo podobna do warto$ci

sprzed chtodzenia.
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Rycina 43. Potencjat osmotyczny trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujace;j
SxE i dwoch linii rodzicielskich: SS79 i Etian, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.
Poziome linie przedstawiaja wartoSci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -
najmniejsza, statystycznie istotna roéznica (p 0,05).

-0,80

k=)
©
a

Potencjat osmotyczny (MPa)

£
©
o

-1,00

-0,90 ¢

[l Tolerancyjne

[T Wrazliwe
B SS79
[ Etian
:I:LSD (0,016), p 0,05
Kontrola Chtod Recovery

Rycina 44. Potencjat osmotyczny trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujace;j
SXE i dwoch linii rodzicielskich: SS79 i Etian, w warunkach kontroli, stresu chtodu oraz
recovery. Grafika przedstawia warto$ci $rednie + odchylenia standardowe.
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4.3.4. Populacja mapujaca SxJ
Efektywna wydajnos¢ kwantowa fotosystemu I1

Pomiary parametru fluorescencji chlorofilu a efektywnej wydajno$ci kwantowe;j
fotosystemu 11 (PSII, YIELD) wykonano na ro$linach zaadaptowanych do $wiatta na
pierwszym, drugim oraz trzecim lisciu siewek. Pomiaréw dokonano u wszystkich
badanych linii populacji mapujacych oraz ich linii rodzicielskich przed dziataniem
chlodu (25/20°C, dzien/noc), przez pie¢ dni chiodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz
podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego stanu siewek po dziataniu chlodu

(recovery, 25/20°C, dzien/noc) (Schemat 4).

Wydajnos¢ kwantowa fotosystemu II u wszystkich linii populacji mapujacej SxJ oraz
u obydwu linii rodzicielskich (SS79, Ji2731) znaczaco spadia w trakcie dziatania
chiodu (Ryc. 45, 46). Po zaprzestaniu dzialania chtodu u wickszosci badanych linii
wydajnos¢ kwantowa wzrosta, a u linii tolerancyjnych byla wyzsza niz u linii
wrazliwych. Migdzy liniami wrazliwymi 1 tolerancyjnymi zaznaczylo si¢
zréznicowanie (Ryc. 34), a wickszos¢ wartoSci mierzonego parametru dla linii
populacji mapujacej byla znacznie powyzej albo ponizej wartosci dla linii

rodzicielskich.
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Rycina 45. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (PSIl) mierzona fluorescencjg
chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujgcej SxJ i dwoch
linii rodzicielskich: SS79 i Ji2731, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery. Poziome
linie przedstawiaja wartoSci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD - najmniejsza,
statystycznie istotna roznica (p 0,05).
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Rycina 46. Efektywna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (PSIl) mierzona fluorescencja
chlorofilu a (YIELD) trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej SxJ i dwoch
linii rodzicielskich: SS79 1 Ji2731, w warunkach kontroli, stresu chtodu oraz recovery. Grafika
przedstawia wartosci $rednie + odchylenia standardowe. Srednie oznaczone tymi samymi
literami nie wykazujg statystycznie istotnych réznic (p 0,05).

Przewodnosé aparatow szparkowych

Pomiarow przewodnos$ci aparatow szparkowych dokonano u wszystkich badanych linii
populacji mapujacych oraz ich linii rodzicielskich przed dziataniem chtodu (25/20°C,
dzien/noc), przez pig¢ dni chtodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz podczas pigciu dni
odzyskiwania normalnego stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C,
dzien/noc) (Schemat 4).

W trakcie dzialania chtodu przewodnos$¢ szparkowa u wszystkich linii populacji
mapujacej SxJ oraz u obydwu linii rodzicielskich (SS79, Ji2731) wyraznie spadia (Ryc.
47, 48), natomiast w trakcie recovery — wzrosta. Miedzy liniami tolerancyjnymi
a wrazliwymi widoczne bylo wieksze zréznicowanie po zaprzestaniu dziatania chtodu
(recovery) niz w trakcie chtodzenia (Ryc. 48). Migdzy wrazliwg a tolerancyjng linig

rodzicielskg widoczne byty duze réznice zarowno w chodzie jak i recovery.
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Rycina 47. Przewodno$¢ szparkowa trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej
SxJ i dwoch linii rodzicielskich: SS791Ji2731, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.
Poziome linie przedstawiaja warto$ci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -
najmniejsza, statystycznie istotna roéznica (p 0,05).
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Rycina 48. Przewodno$¢ szparkowa trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujace;j
SxJ 1 dwoch linii rodzicielskich: SS79 1 Ji2731, w warunkach kontroli, stresu chtodu oraz
recovery. Grafika przedstawia warto$ci §rednie + odchylenia standardowe.
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Potencjal osmotyczny

Potencjat osmotyczny (OP) zmierzono w pierwszym, drugim oraz trzecim liSciu

siewek. Pomiaréw dokonano u wszystkich badanych linii populacji mapujacych oraz

ich linii rodzicielskich przed dziataniem chtodu (25/20°C, dziefi/noc), przez pig¢ dni

chtodzenia (13/10°C, dzien/noc) oraz podczas pigciu dni odzyskiwania normalnego

stanu siewek po dziataniu chtodu (recovery, 25/20°C, dzien/noc) (Schemat 4).

Wisréd linii populacji mapujacej SxJ, a takze u obydwu linii rodzicielskich (SS79,

Ji2731) warto$¢ OP znacznie spadta w chtodzie (Ryc. 49, 50), a miedzy liniami

wrazliwymi 1 tolerancyjnymi zaznaczyly si¢ réznice. W trakcie recovery wartos¢ OP

u wszystkich badanych linii wzrosta.
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Rycina 49. Potencjat osmotyczny trzech pierwszych lisci siewek sorga populacji mapujacej
SxJ 1 dwoch linii rodzicielskich: SS791Ji2731, przed, w trakcie dziatania chtodu oraz recovery.
Poziome linie przedstawiajg wartoSci tego parametru dla linii rodzicielskich. LSD -

najmniejsza, statystycznie istotna réznica (p 0,05).
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recovery. Grafika przedstawia warto$ci srednie + odchylenia standardowe.
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5. DYSKUSJA

Abiotyczne czynniki stresowe takie jak wysoka, czy niska temperatura, niedobor
i nadmiar wody, dzialajgce na rosliny uprawne, wywolujag u nich liczne reakcje
fizjologiczne  ibiochemiczne  prowadzace do  zaktocen  funkcjonowania
najwazniejszych procesow wzrostu irozwoju, a w rezultacie do zmniejszenia
plonowania tych ro$lin. W zwigzku ze znaczacym wptywem zmian klimatycznych
W ostatnich latach zwigkszyta si¢ czestotliwos¢ wystepowania zardéwno okresOw suszy,
jak 1 okresowych podtopien, pojawiajacych si¢ w réznym czasie okresu wegetacyjnego
roslin, w tym szczegdlnie niekorzystnych okresach krytycznych (Sillmann and
Roeckner, 2008). Waznym czynnikiem ograniczajagcym wzrost oraz plonowanie roslin
tropikalnych i subtropikalnych w regionach o umiarkowanym klimacie, w tym
w Polsce, jest temperatura chtodowa, definiowana jako niska, niemrozowa temperatura
w zakresie 0-15°C. Zbyt niska temperatura wiosng opdznia wysiew oraz skraca okres
wegetacji. Chidd opdznia i obniza kietkowanie, wschody, wzrost i rozwoj roslin, takze
korzeni oraz akumulacj¢ biomasy. Czgste 1 nagte spadki temperatury w maju i czerwcu
powoduja powazne uszkodzenia siewek, a nawet §mier¢, co prowadzi do istotnego
obnizenia plonu. Chtéd wplywa tez na wiele procesow komorkowych w roslinie, tak
wigc proces aklimatyzacji do chtodu obejmuje wiele zmian fizjologicznych,

biochemicznych, metabolicznych i molekularnych.

W pracy badano fizjologiczne reakcje roslin sorga (Sorghum bicolor (L.) Moench)
w fazie siewki na stres chlodu oraz okreslano procesy i cechy, ktore odgrywaja role
W tolerancji na chtéd tego gatunku. W zwigzku ze wspomnianymi globalnymi
zmianami klimatycznymi, gatunek ten jest bowiem kandydatem na przyszla rosling
uprawng w naszej szerokosci geograficznej a glownym czynnikiem ograniczajagcym
jego wprowadzenie do uprawy na wielka skale jest wrazliwo$¢ na temperatury
chlodowe. Do badan wykorzystano 6 linii rodzicielskich (wrazliwych oraz
tolerancyjnych na chtdd) oraz 4 populacje mapujace (sktadajace si¢ z linii wrazliwych
i tolerancyjnych na chtéd) i ich linie rodzicielskie. Linie sorgo pod katem
tolerancyjnosci na chtdd zostalty wybrane na podstawie opublikowanych badan (Bekele
et al., 2014) oraz informacji ustnej prof. Roda Snowdona, Uniwersytet w Giessen,
Niemcy - koordynatora projektu ERANET GAS — Genetyczna Adaptacja Sorga:

Oparta na genomice hodowla rosliny energetycznej dla zrownowazZonego
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rozwoju (Program ERA-NET Bioenergy) / ERANET GAS — Genetic Adaptation of
Sorghum: Genomics-based breeding of a sustainable, next-generation bioenergy crop
for Europe. Czeg$¢ genetyczna projektu z wykorzystaniem metod genetyki

molekularnej i genomiki zostata wykonana przez grupe prof. Roda Snowdona.

5.1. Fizjologiczne reakcje sorga na stres chtodu

5.1.1. Fluorescencja chlorofilu a

Aparat fotosyntetyczny, a szczegélnie strukturg fotosystemu II (PSIl) uwaza si¢ za
wyjatkowo wrazliwe na stres. Jednym ze sposoboéw oceny stanu aparatu
fotosyntetycznego w warunkach stresu sa pomiary fluorescencji chlorofilu a. Zmiany
fluorescencji chlorofilu a dostarczaja informacji odno$nie zmian funkcji i struktury
PSII (Oukarroum et al., 2007). Temperatury chtodowe znaczaco obnizaja aktywnos$¢
systemu fotosyntetycznego u gatunkdéw wrazliwych na ten stres, co prowadzi do spadku

efektywnej wydajnosci kwantowej PSII.

W pracy przedstawiono wyniki pomiaréw podstawowego parametru fluorescencji
chlorofilu efektywnej wydajnosci kwantowej PSII (®PSII, YIELD). YIELD okres$la
stosunek kwantoéw wykorzystanych w przemianach fotochemicznych do catkowitej
liczby zaabsorbowanych kwantéw (Kalaji and Laboda, 2010). Wyniki pomiaréw
przeprowadzonych we wszystkich dos§wiadczeniach wskazuja, ze chtod dziatajacy na
siewki sorga powodowal natychmiastowe zaburzenia w funkcjonowaniu aparatu
fotosyntetycznego. Juz w pierwszym dniu traktowania chtodem odnotowano znaczny
spadek efektywnej wydajnosci kwantowej PSII u wszystkich szesciu linii
rodzicielskich sorga oraz linii populacji mapujacych i ich linii rodzicielskich (Ryec. 1,
13, 14, 15, 26, 33, 34, 39, 40, 45, 46). Podobne obnizenie parametrow fluorescencji
chlorofilu lisci w warunkach niskiej temperatury obserwowano w wielu pracach
dotyczacych gatunkoéw wrazliwych na chtéd np. kukurydzy (Fracheboud et al., 1999;
Koscielniak and Biesaga-Koscielniak, 2006; Mazur et al., 2024), soi (Mazur et al.,
2024), czy pomidora (Ji et al., 2024). Znaczny spadek wydajnosci kwantowej PSII
w pierwszych  godzinach  chlodzenia  spowodowany byl  ograniczeniami
metabolicznymi, bowiem nie zaobserwowano w tym czasie zamykania aparatow
szparkowych. Natomiast w okresie zdrowienia siewek (recovery) po zakonczeniu

dziatania chtodu poziom wydajnosci kwantowej PSII istotnie 1 wysoko (r = 0.71%**%*)
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korelowat z przewodno$cig aparatow szparkowych sugerujac ograniczenia substratowe
(dostepnos¢ CO2) dla wydajnosci fotosyntetycznej siewek sorga mierzonej
wydajnoscig kwantowa PSII. Najwieksze roznice w efektywnej wydajno$ci kwantowej
PSII miedzy liniami rodzicielskimi oraz w populacjach mapujacych obserwowano na
pozniejszym etapie chlodzenia i w czasie recovery. Wydajnos¢ kwantowa PSII
(YIELD) byta ze wszystkich mierzonych parametrow fluorescencji chlorofilu, najlepie;j
réznicujacym tolerancyjnos¢ siewek sorga na stres chtodu. Uzyskane zréznicowanie
badanych linii w obrebie gatunku sorga jest zgodne z doniesieniami w literaturze o tym,
Ze istnieje znaczaca zmienno$¢ w reakcji aparatu fotosyntetycznego u sorga na stres
chtodu i w ich zdolnosci do odzyskania normalnego stanu po tym stresie (Ortiz et al.,
2017). U linii rodzicielskich bardziej tolerancyjnych na chtod (M71, Ji279) efektywna
wydajno$¢ kwantowa byta na nieco wyzszym poziomie w trakcie dziatania chtodu, niz
u linii wrazliwych (SS79, Keller i Btx623), a w trakcie recovery linia M71 i Ji2731
prawie w petni odzyskaly normalny stan sprzed traktowania chtodem, podczas gdy
linie: SS79, Keller i Btx623 tylko w niewielkim stopniu. Obserwacja ta jest zgodna
Z doniesieniami w literaturze, ze istniejg réznice w wydajnosci fotosyntetycznej migdzy
odmianami sorga tolerancyjnymi i bardziej wrazliwymi na stres chlodu (Zegada-
Lizarazu et al., 2016). Bardzo interesujaca obserwacja jest, iz wigksze zroznicowanie
wydajnosci fotosyntetycznej miedzy wrazliwymi 1 tolerancyjnymi mieszancami
populacji SxM 1 SxJ bylo podczas recovery niz w trakcie dziatania stresu chtodu (Ryc.
34, 46). Wsrdéd badanych populacji mapujacych tylko populacja SXE wykazata istotne
r6éznice w wydajnosci fotosyntetycznej w warunkach bezposredniego dzialania stresu
chtodu (Ryc. 40). Najwiekszy spadek wydajnosci fotosyntetycznej obserwowano dla
najstarszych fizjologicznie lisciach, a najmniejsze dla najmtodszych, co tez najbardzie;j
roznicowato badane linie (Ryc. 14, 15). U odmian wzglednie chtodo-tolerancyjnych
réznice we wrazliwosci migedzy lis¢mi byty bardzo male — liscie starsze wykazywaty

réwniez tolerancyjnos¢ na chtod.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, iz reakcja aparatu fotosyntetycznego sorga
na temperaturg chlodowa bardzo réznicuje linie, a ocena jego stanu i funkcjonalnosci
za pomocg nieinwazyjnej i szybkiej metody pomiaru fluorescencji chlorofilu a moze

by¢ kryterium selekcji w dalszej hodowli tolerancyjnych odmian sorga.
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5.1.2. Przewodnos$¢ szparkowa

Stopien otwarcia aparatow szparkowych jest reakcja na dziatanie wielu czynnikow, jak
temperatura 1 wilgotno$§¢ powietrza, intensywnos$¢ S$wiatla, wilgotnos¢ gleby,
wewnatrzkomorkowe stezenie dwutlenku wegla, czy zmiana stgzenia ABA (Dodd,
2003). Aparaty szparkowe odpowiadajg w ro$linie za przebieg wielu waznych
procesow, tj. fotosyntezy poprzez dostarczanie do wnetrza lisci dwutlenku wegla,
odgrywaja istotng role¢ w kontrolowaniu temperatury lisci, regulujac straty wody na
drodze transpiracji (Acharya and Assmann, 2009). Dlatego jednym z pierwszych
i podstawowych wskaznikow informujacych o dziatajacych na ro$liny niekorzystnych
czynnikach $rodowiskowych jest wlasnie zmiana stopnia otwarcia aparatow
szparkowych. Niska temperatura powoduje przymknigcie aparatow szparkowych
(Agurla et al., 2018), a zdolno$¢ do zamykania aparatow szparkowych uwazana jest za
jedna z gtownych strategii odpornosci / tolerancji na stres, w literaturze mozna znalez¢
doniesienie o braku tej reakcji u wrazliwych na chtéd odmian kukurydzy (Vigh et al.,

1981).

W prezentowanych badaniach chtéd (13/10°C, dziefi/noc) powodowat przymkniecie
aparatow szparkowych u wszystkich badanych linii rodzicielskich sorga oraz populacji
mapujacych i ich linii rodzicielskich, zarowno tych bardziej tolerancyjnych jak
i wrazliwych na chtéd (Ryc. 2, 16, 27, 35, 36, 41, 42, 47, 48). Aparaty szparkowe
otwieraty si¢ na poczatku dzialania chtodu, co powodowane byto dzialaniem niskiej
temperatury, jako takiej, na mechanizmy sterujace ich przymykaniem, a nie skutkiem
indukowanego chtodem deficytu wody w lisciach. Pod koniec chtodzenia oraz
W poczatkowych dniach recovery aparaty szparkowe byly przymknigte u wszystkich
linii. Siewki sorga po okresie chtodu i1 recovery wykazywaly nizsze warto$ci
przewodnosci szparkowej w porownaniu do roslin kontrolnych sprzed chtodzenia (Ryc.
16), a podobna sytuacj¢ zaobserwowano réwniez u innych gatunkéw, m.in.
u kukurydzy (Melkonian et al., 2004), czy ryzu w warunkach stresu chtodu (Zhang et
al., 2015). Niezwykle cickawg reakcjg aparatow szparkowych byto ich zamykanie si¢
u chlodzonych siewek po zakonczeniu oddziatywania tego stresu w okresie recovery.
Parametr ten w tym okresie po przejsciu chtodéw najbardziej roznicowat linie sorga.
Uzyskane wyniki wskazuja jednoznacznie, ze stan aparatow szparkowych nie byt

gléwnym czynnikiem powodujacym spadek rzeczywistej wydajnosci kwantowej PSII
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w pierwszych godzinach dziatania chlodu sugerujgc jednocze$nie oddziatywanie

ograniczen metabolicznych w tym okresie dziatania chtodu.

Za jeden z czynnikow powodujacych zamykanie aparatow szparkowych podczas stresu
chtodu uwaza si¢ wzrost stezenia kwasu abscysynowego (ABA). Zalezno$¢ pomiedzy
stezeniem ABA w soku ksylemu, a przewodnos$cig szparkowg podczas chtodu
stwierdzono u wielu gatunkow roslin miedzy innymi u kukurydzy np. w stresie suszy
(Wilkinson and Davies, 2002), a prawidlowo$¢ t¢ obserwowano rowniez w niniejszej
pracy. Chtod zwigkszyl poczatkowo stopien rozwarcia aparatdow szparkowych
u wszystkich linii rodzicielskich (Ryc. 16), ktore w trakcie dalszego oddziatywanie
tego stresu byly przymykane z powrotem do poziomu kontroli na skutek akumulacji
ABA w lisciach (Ryc. 17). U linii populacji mapujacej (JXE), u ktorej badano zawartosé¢
ABA, takze stwierdzono wzrost zawartosci ABA w trakcie dzialania chtodu oraz
spadek przewodno$ci szparkowej (Ryc. 27, 29). Zaobserwowano takze wigksze
zréznicowanie przewodnosci szparkowej miedzy podatnymi i tolerancyjnymi
mieszancami populacji SxM i SxJ podczas recovery niz w trakcie dziatania stresu
chlodu. Mieszance tolerancyjne szybciej otwieraty aparaty szparkowe podczas
recovery (Ryc. 36, 48) przywracajac wydajno$¢ fotosyntetyczng w poréwnaniu
z podatnymi (Ryc. 34, 46).

Susza glebowa (10 dni wzrostu siewek przy podlewaniu deficytowym 20% PPW) —
stosowana w prezentowanych badaniach jako czynnik hartujacy na chtod -
spowodowata nieznaczny spadek przewodnosci szparkowej lisci u trzech badanych
linii (Etian, Keller 1 Ji2731, Ryc. 21), jednak u pozostatych (M71, SS79 1 Btx623)
przewodnos¢ szparkowa wzrosta sugerujac, iz stres suszy spowodowatl wiec u tych linii
przejsciowa utratg zdolnoSci kontroli stanu rozwarcia aparatow szparkowych.
W trakcie dziatania chtodu na siewki hartowane i niehartowane, aparaty szparkowe
u obydwu grup przymknety si¢ prawie do tego samego poziomu, jednak u siewek
hartowanych susza przewodno$¢ szparkowa byta nieco nizsza, w poréwnaniu do

niehartowanych.

5.1.3. Uszkodzenia chlodowe

Zwigkszony wyplyw elektrolitow z komorek roslinnych w trakcie dziatania chtodu

$wiadczy o uszkodzeniach membran cytoplazmatycznych (Campos et al., 2003;
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Markowski and Skrudlik, 1995), a stopien wyptywu elektrolitow moze by¢
adekwatnym wskaznikiem uszkodzenia rosliny a wigc jej tolerancji na dziatajacy stres.
Rodliny o wyzszym stopniu odpornosci lub zdolno$ci adaptacji do danych
niekorzystnych warunkow stresu wykazuja nizszy poziom wyptywu elektrolitow. Za
zwickszony wyplyw elektrolitow odpowiedzialne sg zwigkszona przepuszczalnos¢
bton cytoplazmatycznych oraz ich cze$ciowa dezintegracja pod wplywem chiodu.
W przeprowadzonych doswiadczeniach z grupy Il pomiaréw dokonano u wszystkich
badanych linii populacji mapujacej JXE (176 linii) oraz ich linii rodzicielskich (Ji2731,
Etian) w piatym dniu chtodzenia. Wér6éd badanych linii populacji mapujacej mozna
bylo zauwazy¢ ogromne roznice w tym wskazniku uszkodzen mig¢dzy liniami (Ryc.
32). U niektorych linii populacji mapujacej wartos¢ mierzonego parametru byla
znacznie powyzej wartosci dla linii rodzicielskich, a réznice te wyniosty nawet 30%
calkowitej zawartosci elektrolitoéw. Uzyskane wyniki wskazuja, iz ta metoda pomiaru
uszkodzen w warunkach chtodu u sorga moze by¢ parametrem selekcyjnym w hodowli
i selekcji odmian tolerancyjnych podobnie jak to mialo zastosowanie u innych
gatunkéw wrazliwych na chtéd, m.in. kukurydzy (Janowiak and Markowski, 1987;
Janowiak and Markowski, 1994).

5.2. Potencjalna rola akumulacji ABA w adaptacji do chlodu u siewek sorga

Kwas abscysynowy (ABA) odgrywa wazng rol¢ w reakcji roslin na warunki stresowe,
w tym stresy abiotyczne jak: susza, wysoka temperatura, chiod, czy zalewanie.
W takich warunkach poziom ABA w roslinach zwykle wzrasta, co umozliwia adaptacje
rosliny do warunkéw stresowych (Sah et al., 2016). Okre$lajac zawartos¢ ABA
w lisciach oraz korzeniach mozna oszacowaé potencjalne zdolnosci adaptacyjne
danego gatunku do niekorzystnych warunkow. Zmiany stezenia ABA obserwowano
u roslin podczas dziatania wielu czynnikow stresowych (Peleg and Blumwald, 2011).
W literaturze mozna znalez¢ dane o zmianie stezenia ABA w lisciach czy korzeniach
podczas dziatania chtodu (Janowiak et al., 2003), w roslinach wielu gatunkéw
cieptolubnych poziom ABA wzrasta w tych warunkach (Lee et al., 1993; Rikin et al.,
1976; Vernieri et al., 1991). W przeprowadzonych doswiadczeniach z grupy I poziom
ABA u roslin kontrolnych dwdch linii rodzicielskich (M71 1 S79) ksztaltowat si¢ na
poziomie: liscie 1-1,6 nmol g-1 s.m.; korzenie 1,7-2,6 nmol g-1 s.m.; sok ksylemu 5-

10 nM, co koresponduje z danymi literaturowymi dotyczacymi innych gatunkow, np.
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kukurydzy (Hartung et al., 2002; Zhang, 1994), a takze $wiadczy o prawidlowym
rozwoju roslin do§wiadczalnych. W I grupie do§wiadczen chtdd dziatajacy na siewki
sorga spowodowatl wzrost zawarto§ci ABA w liciach oraz soku ksylemu u obydwu
badanych linii, zard6wno u tej tolerancyjnej (M71) jak i wrazliwej (SS79) na chtod,
jednak u tej pierwszej wzrost byl bardziej wyrazny (Ryc. 3 1 4). Podobng sytuacje
mozna byto zaobserwowa¢ w doswiadczeniach z grupy II, gdzie u pozostatych czterech
badanych linii rodzicielskich (Etian, Keller, Ji2731, Btx623) rowniez odnotowano
wzrost zawartosci ABA w lisciach (Ryc. 17) w trakcie chlodzenia. Taka sama sytuacja
pojawila si¢ w III grupie do$wiadczen, u linii populacji mapujacej — JXE, u ktorej
badano zawartos¢ ABA w chtodzie. Podwyzszony poziom ABA w lisciach podczas
chtodzenia zostal juz odnotowany w badaniach m.in. kukurydzy (Janowiak and
Dorffling, 1996a; Zou et al., 2022), przy czym wigksza akumulacj¢ obserwowano,
podobnie jak w ninigjszej pracy, u linii tolerancyjnych. W doswiadczeniach z grupy I
mozna zauwazy¢, ze w trakcie chtodzenia, kiedy poziom ABA wzrastal w liciach
u obydwu badanych linii, w korzeniach zawarto§¢ ABA spadia (Ryc. 5). Wzrost
zawarto$ci ABA w lisciach i korzeniach obserwowano u kukurydzy podczas dziatania
chtodu (Melkonian et al.,, 2004), gdzie pomiary wykonano po 2,5 godzinach
traktowania uzyskujac znacznie wickszg zawarto§¢ ABA w lisciach 1 brak
zroznicowana w korzeniach oraz po 24 godzinach, kiedy zawarto$s¢ w lisciach oraz
W korzeniach byla wyzsza niz u roslin kontrolnych. Podobng tendencje 1 pozniejszy
wzrost zawartosci ABA w korzeniach, w porownaniu do lisci, zaobserwowano
w niniejszej pracy. U wszystkich szeSciu badanych linii rodzicielskich w czasie kiedy
doszto do zwigkszenia zawartosci ABA w lisciach (Ryc. 17) dochodzito tez do spadku
przewodnosci szparkowej w lisciach (Ryc. 16), a wiec przymykania aparatéw
szparkowych, co wskazuje na udzial ABA w tej reakcji podczas chtodu. Potwierdza to
zwigkszone stezenie ABA w soku ksylemu w trakcie dziatania stresu chiodu jak
i w okresie zdrowienia (recovery) po zakonczeniu dziatania stresu (Ryc. 4), co
zwiekszyto transport ABA z korzeni do cze$ci nadziemnych siewek. Reasumujac, pod
wplywem dziatania chtodu ABA bylo transportowane z korzeni do lisci, co

powodowato przymknigcie aparatow szparkowych do poziomu kontrolnego.

W danych literaturowych mozna znalez¢ informacje o tym, ze w siewkach np.
kukurydzy wzrost ABA w warunkach chtodu jest genotypowo specyficzny, poniewaz

genotypy tolerancyjne na chtod akumuluja ABA szybciej i w wigkszych iloSciach niz
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genotypy wrazliwe (Anderson et al., 1994; Capell and Dorffling, 1993; Dorftling et al.,
1994; Zou et al., 2022). Stwierdzono, ze zdolnos¢ do szybkiej i duzej akumulacji ABA
w warunkach stresu chtodowego jest jednym z warunkéw odpornos$ci na chidd siewek
kukurydzy (Capell and Dorffling, 1993; Janowiak and Dorffling, 1996a; Zou et al.,
2022). Pomiary zmian zawartosci ABA w warunkach chtodu u sorga pochodzacych
Z r6znych linii rodzicielskich oraz populacji mapujacej potwierdzily wiec tg istotng role

akumulacji ABA w odpornosci rowniez sorga na niskg temperaturg.

Dla wyjasniania roli ABA w tolerancji sorga na chtéd zbadano zmiany zawarto$ci ABA
rowniez po zakonczeniu chtodzenia. Wykazano, iz po pigciu dniach traktowania
chlodem siewek sorga i przywrdceniu warunkéw kontrolnych (recovery), nastepowato
przywrocenie normalnego poziomu ABA w lisciach u wszystkich badanych linii
rodzicielskich, zar6wno tolerancyjnych, jak i wrazliwych oraz znacznie nizszy poziom
ABA u niektorych linii populacji mapujacej JXE (Ryc. 3, 17, 29). Podobna sytuacja
wystapita u kukurydzy, gdzie w przeprowadzonym do$wiadczeniu badano zmiany
ABA w okresie recovery, stwierdzono szybkie przywrocenie normalnego poziomu
ABA u genotypéw tolerancyjnych oraz utrzymujacy si¢ dluzej podwyzszony poziom
tego hormonu u genotypow wrazliwych po zakonczeniu chtodzenia (Janowiak and

Dorffling, 2004).

5.3. Adaptacja osmotyczna siewek sorga w stresie chlodu

Zmiany potencjatu osmotycznego (OP) w komorkach dajg informacje o dzialajgcym na
ro$ling stresie. Warto§¢ OP $wiadczy o zdolno$ci roslin do uruchamiania
mechanizméw osmoregulacji zapobiegajacych utracie wody przez komorki (Masouleh
et al., 2019). Zdolnos¢ ta jest jednym z czynnikéw decydujacych o odpornosci roslin

na stres. W pracy badano zmiany potencjalu osmotycznego lisci oraz korzeni.

Juz w pierwszym dniu chtodzenia zaobserwowano znaczacy spadek potencjatu
osmotycznego w liSciach u wszystkich linii rodzicielskich, ale takze u populacji
mapujacych. Kolejne dni traktowania chtodem powodowaty ciagly spadek OP,
aroznice pomigdzy liniami zaznaczaly si¢ coraz bardziej. Wsrod linii rodzicielskich
najwigkszy spadek zaobserwowano u tolerancyjnej linii M71, a wérdd linii populacji
mapujacych u linii tolerancyjnych spadek ten byt wigkszy niz u wrazliwych (Ryc. 37,

3843, 44, 49, 50). Otrzymane wyniki wskazuja na szybkie uruchamianie mechanizmu
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osmoregulacji, co znajduje potwierdzenie w badaniach innych autoréw (Masouleh et
al., 2019). Obnizenie potencjatu osmotycznego stwierdzono mi¢dzy innymi podczas
chlodu u kukurydzy (Janowiak and Dorffling, 1995). W literaturze istniejg doniesienia,
ze do przystosowania osmotycznego dochodzi nie tylko w liciach, ale takze
w korzeniach (Turner, 2017; Turner and Jones, 1980). W niniejszej pracy
W doswiadczeniach prowadzonych na korzeniach sorga, mozna bylo zauwazy¢
podobng sytuacje, jak przy pomiarach OP w li§ciach - potencjal osmotyczny spadt
U obu badanych linii rodzicielskich (M71, SS79) juz w pierwszym dniu chtodzenia
(Ryc. 9). Podczas trwania okresu zdrowienia siewek potencjat osmotyczny powrécit do

poziomu sprzed chlodzenia u wszystkich badanych linii rodzicielskich.

U siewek hartowanych suszg warto$¢ OP byla nizsza niz u niehartowanych (Ryc. 23).
Chtod spowodowat znaczacy spadek OP, ktory osiagnat nizsze wartosci u siewek
hartowanych suszg niz u niehartowanych. W warunkach stresu niskiej temperatury
u siewek hartowanych susza u linii wrazliwej na dziatanie chtodu (SS79) wartos¢ OP

byta znacznie nizsza w poréwnaniu z siewkami niehartowanymi.

5.4. Komunikacja korzenie-liscie w warunkach chlodu

Komunikacja korzenie - liscie odgrywa znaczaca role w funkcjonowaniu roslin podczas
dziatania roznych czynnikow stresowych (Dodd, 2005). Proces ten obejmuje
przekazywanie roznych sygnatow, w tym: hydraulicznych, hormonalnych oraz

chemicznych (Else et al., 2009; Jackson et al., 2003).

Hormony ro$linne odgrywaja kluczowa rol¢ w komunikacji miedzy korzeniami
alisémi w odpowiedzi na stres chlodu, a jednym z najwazniejszych hormonéw
zaangazowanych w t¢ odpowiedz jest kwas abscysynowy (ABA). ABA przypisuje si¢
role substancji sygnatowej, ktorej dzialanie uzaleznione jest od innych zmian
zachodzacych w roélinie. Jednym ze sposobdw oceny wplywu stresu na zawarto$¢
ABA oraz jego rol¢ w adaptacji do niekorzystnych warunkow jest analiza stezenia tego
hormonu w lisciach 1 korzeniach. W literaturze znalez¢ mozna dane o zmianie st¢zenia
w tych tkankach podczas dziatania roznych czynnikéw (Wilkinson and Davies, 2002).
ABA produkowany jest gtéwnie w korzeniach, skad transportowany jest do lisci przez
ksylem. W I grupie do$§wiadczen, gdzie badano zawartos¢ ABA w lisciach i korzeniach

oraz stgzenie ABA ([ABA]) w soku ksylemu u dwoch linii rodzicielskich (M71, SS79)

105



mozna bylo zauwazy¢, ze zawarto§¢ ABA w lisciach obu badanych linii wzrosta na
poczatku chtodzenia (Ryc. 3), przy czym u linii wrazliwej na dziatanie chtodu (SS79)
wzrost byt nieco wyzszy. W trakcie dalszego dziatania chtodu u obydwu linii poziom
ABA utrzymywal si¢ wcigz na wyzszym poziomie w poréwnaniu do warunkow
kontrolnych. [ABA] soku ksylemu siewek sorga obu badanych linii takze wzrosto
istotnie, cho¢ wzrost ten byt duzo wigekszy u linii odporniejszej na chtéd (M71)
W poréwnaniu z linig wrazliwg na ten stres (SS79). W kolejnych godzinach chtodzenia
[ABA] u linii SS79 utrzymywato si¢ na prawie takim samym poziomie, natomiast
u linii M71 znacznie spadto. Dalsze chtodzenie powodowato znaczny wzrost [ABA]
u linii M71. Mozna bylo zauwazy¢, ze w trakcie chlodzenia, kiedy zawartos¢ ABA
wzrosta w lisciach, poziom ABA w korzeniach obnizylt si¢ znaczaco u obu badanych
linii (Ryc. 5) i przez kolejne trzy dni wcigz utrzymywat si¢ na nizszym poziomie.
W warunkach chtodu czesto dochodzi do zwigkszonej produkcji ABA, co prowadzi do
przymknigcia aparatow szparkowych, redukujac transpiracje i zabezpieczajac rosling
przed utrata wody. W przeprowadzonych doswiadczeniach takze stwierdzono podobna
zalezno$¢. Chtod zwickszatl poczatkowo stopien rozwarcia aparatow szparkowych,
ktére w trakcie dalszego oddzialywania tego stresu zostaty przymknigte z powrotem do

poziomu kontroli na skutek akumulacji ABA w lisciach.

Stres chlodu wptywa na wilasciwosci fizykochemiczne soku ksylemu m.in. pH.
Warto$¢ pH soku ksylemu moze by¢ wskaznikiem reakcji rosliny na zmienne warunki
srodowiskowe. U wielu roslin dochodzi do wzrostu pH (alkalizacji) soku ksylemu na
skutek dziatania roznych czynnikow stresowych (Wilkinson, 1999). Zmiany pH soku
ksylemu obserwowano takze w niniejszej pracy. U sorga w doswiadczeniach z grupy I
juz w poczatkowych godzinach traktowania chtodem odnotowano wzrost pH soku
ksylemu u obydwu badanych linii rodzicielskich. ABA jest stabym kwasem i wraz ze
wzrostem pH $rodowiska dochodzi do jego dysocjacji, jony ABA™, w przeciwienstwie
do niezdysocjowanych czasteczek, nie maja zdolnosci przenikania przez membrany
(Janowiak, 2011), dlatego wyzsza warto$¢ pH soku ksylemu sprzyjata sekwestrowaniu
ABA do tkanek ksylemu zgodnie z zasada ‘pulapki anionowej’, powodujac
gromadzenia ABA w danym rejonie tkanki. Natomiast warto$¢ pH soku z lisci siewek
sorga u linii tolerancyjnej na chiod (M71) spadta juz w pierwszych godzinach
chlodzenia 1 w trakcie kolejnych dni chlodzenia wcigz byla nizsza w stosunku do

warto$ci sprzed dziatania chtodu (ryc. 6). Natomiast u linii wrazliwej na chtod (SS79)
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— wzrosla, a w trakcie trwania chlodu wcigz byta wyzsza. W przeprowadzonym
doswiadczeniu zauwazono, ze po poczatkowej alkalizacji w trakcie trwania recovery
doszto do spadku wartosci pH soku ksylemu u obu linii rodzicielskich, a juz
w pierwszym dniu recovery odnotowano znaczny spadek wartosci pH soku z lisci
ulinii M71 oraz SS79. W tym samym czasie w trakcie trwania recovery
zaobserwowano wzrost zawarto§ci ABA w lisciach oraz [ABA] w soku ksylemu.
Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze roéwniez w warunkach chtodu alkalizacja soku
ksylemu odgrywa rolg w reakcji sorga na ten czynnik i moze by¢ waznym sygnatem

komunikacji korzenie — licie.

Sygnatem w komunikacji korzenie — liscie moze by¢ analizowane w niniejszej pracy
stezenie 1 aktywno$¢ drobnoczasteczkowych antyoksydantow, ktore odpowiadaja za
usuwanie powstajagcych w warunkach stresu reaktywnych form tlenu (RFT). Zwiazki
te, ze wzgledu na niskag mase czasteczkowa i1 wysoka rozpuszczalno$¢, odgrywaja
istotng role w szybkiej odpowiedzi na podwyzszony poziom RFT. W literaturze mozna
znalez¢ informacje dotyczace wpltywu streséw abiotycznych na catkowity ilo$é
antyoksydantow (catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna tkanek), a takze na zawartos¢
poszczegolnych grup zwiazkéw antyoksydacyjnych, takich jak: glutation, tokoferole,
zwiagzki fenolowe, kwas askorbinowy, czy karotenoidy (Ahmad et al., 2010). Chtod
dzialajacy na siewki sorga, juz w pierwszych godzinach traktowania, spowodowat
spadek aktywnos$ci antyoksydacyjnej tkanek zarowno u linii wrazliwej (SS79) jak
i tolerancyjnej (M71), a kolejny dzien chtodzenia doprowadzit do znaczacego wzrostu
zawartosci antyoksydantoéw w korzeniach, zwlaszcza u linii wrazliwej. Otrzymane
wyniki sg zgodne z doniesieniami literaturowymi. Podczas dziatania chtodu na siewki
kukurydzy wykazano wzrost stezenia kwasu askorbinowego, glutationu i -karotenu
u genotypoéw wrazliwych (Hodges i in., 1996). U pszenicy ozimej w trakcie dziatania
2022). Zaleznos¢ pomigdzy wzrostem stezenia antyoksydantow w lisciach a tolerancja
na chtod stwierdzono takze u ogorka (Shen et al., 1999), a zwigkszenie stezenia
antyoksydantéw w korzeniach w trakcie chtodzenia odnotowano u batata (Padda and
Picha, 2008). Pod koniec recovery aktywno$¢ antyoksydacyjna u obu badanych linii
byla podobna do tej sprzed chlodzenia. Zaobserwowane w niniejszej pracy zwigkszenie
stezenia antyoksydantow w trakcie dziatania chlodu moze by¢ uwazane za substancj¢

sygnalowa w trakcie dzialania stresu.
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W warunkach chtodu korzenie mogg syntetyzowac i transportowac do lisci substancje
osmotycznie czynne, ktére pelnig takze funkcje sygnalizacyjng w ro$linie. Juz
W pierwszym dniu chlodzenia zaobserwowano znaczacy spadek potencjatu
osmotycznego w lisciach oraz korzeniach u wszystkich badanych linii sorga, co
wskazuje na szybkie uruchamianie mechanizmu osmoregulacji. Wyniki
z przeprowadzonych w niniejszej pracy doswiadczen znajduja potwierdzenie
W literaturze, gdzie zaobserwowano obnizenie potencjalu osmotycznego podczas
chtodu u kukurydzy (Bilska-Kos et al., 2017). W niniejszej pracy stwierdzono
podwyzszong zawarto$¢ substancji osmotycznie czynnych w warunkach chlodu
i obnizenie potencjalu osmotycznego, co uzna¢ zatem mozna za pozytywny sygnat

w warunkach stresu chtodu u sorga.

Reakcje fizjologiczne i biochemiczne siewek sorga w warunkach chtodu, i widoczne
ich ogromne zroznicowanie wérdd badanych linii, okreslone na podstawie badanych
parametréw, takich jak fluorescencja chlorofilu a, przewodno$¢ aparatow
szparkowych, poziom ABA czy potencjal osmotyczny, ze wzglgdu na ich szybka
reakcje na ten czynnik stresowy oraz role w adaptacji roslin shuzyé moga jako

wskazniki w selekcji odmian tolerancyjnych sorga.
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WNIOSKI

Od pierwszych godzin oddziatywania chtodu nastepuje spadek efektywnej
wydajnosci kwantowej fotosystemu II (PSII) u siewek sorga, a przyczyna tego
sg ograniczenia metaboliczne (nieszparkowe), bowiem aparaty szparkowe
przymykaja si¢ dopiero w okresie zdrowienia po zakonczeniu chtodzenia

(recovery).

. Na poczatku dziatania chtodu na siewki sorga otwierajg si¢ aparaty szparkowe,
co powodowane jest dziataniem niskiej temperatury per se, a nie skutkiem

indukowanego chtodem deficytu wody w lisciach.

. Najwigksze roznice migdzy genotypami sorga w metabolicznym ograniczeniu
wydajnos$ci fotosyntetycznej mierzonej wydajnoscig kwantowej PSIl wystepuja
w lisciu fizjologicznie najstarszym, a najmniejsze w najmlodszym. U odmian

wzglednie chtodo-tolerancyjnych réznice migdzy li§¢mi zanikaja.

Chtod poczatkowo zwicksza stopien otwarcia aparatdow szparkowych, ktore
w trakcie dalszego oddziatywanie tego stresu sg przymykane z powrotem do
poziomu kontroli na skutek akumulacji ABA w lisciach, m. in. w wyniku
zwigkszonego transportu ABA z korzeni z sokiem ksylemu czemu sprzyja jego

alkalizacja.

. Aparaty szparkowe zamykaja si¢ u chlodzonych siewek po zakonczeniu
oddziatywania tego stresu, w czasie recovery, co powoduje ograniczenia

w efektywnej wydajnosci kwantowej PSII wskutek ograniczen substratowych.

. Najbardziej widoczne roznice genotypowe sorga widoczne sg w zakresie
adaptacji osmotycznej (obnizenie potencjatu osmotycznego) podczas
chlodzenia i recovery oraz w zdolno$ci recovery wydajnosci fotosyntetycznej

po zaprzestaniu dziatania chtodu.

. Wystepuja duze roznice w reakcji korzeni siewek linii sorga réznigcych sie
W tolerancji na chidd: korzenie linii wrazliwszej wykazuja wigkszy stres

oksydacyjny w poréwnaniu z tolerancyjna linig.
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8.

10.

Zaroéwno linie tolerancyjne, jak i wrazliwe wykazuja intensywny transport ABA

w soku ksylemu z korzeni do lisci w warunkach chiodu.

W warunkach chtodu wyrazny wzrost warto$ci pH soku ksylemu jest waznym

sygnatem komunikacji korzenie - li§cie.

W obrebie linii badanych populacji mapujacych wystepuja ogromne réznice
w fizjologicznych parametrach. Zroznicowanie to jest znacznie wigksze niz
réznice migdzy liniami rodzicielskimi, a warto$ci badanych parametrow
fizjologicznych sa powyzej albo ponizej warto$ci parametréw dla linii
rodzicielskich. R6znice miedzy badanymi liniami sg bardziej wyrazne podczas

recovery niz podczas chtodzenia.
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