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Abstract. Forest trees are a great model for physiological and genetic studies of plant resistance to unfavorable environmental
conditions, since the same species can successfully acclimate at different latitudes. Modern biology, such as genomics, transcriptomics,
proteomics, etc., significantly facilitates these studies and accelerates the acquisition of new knowledge. This allows for a more
effective implementation of conservation measures and the renewal of forest ecosystems.

This review contains information on the latest scientific achievements in the field of acclimatization and tolerance to abiotic
stresses, such as cold and frost, of forest trees. There is no doubt that in the course of evolution forest trees developed a complex
and dynamic mechanism for controlling the entry into the winter dormancy stage, which allows woody plants to successfully
survive in cold and freezing conditions and is initiated long before the beginning of winter. Studying the function of individual
genes in forest tree species, however, remains an incredibly difficult task due to large genomes, specific development as well as
the lack of standard techniques and routine procedures. In recent years, similarities between the well-studied genetic response
to low temperatures of the model plant Arabidopsis thaliana and forest trees have been identified, which produced meaningful
analogies and allows for issues of functional genetics to be addressed more effectively.

The main goal of this work was to show that findings from forest tree genomics can be effectively used as a tool for the repro-
duction and protection of important tree species through the identification of the predisposition of specific populations to climate

change and their adaptive capacity.
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1. Wstep

Ekosystemy lasu, w tym drzewa, ziola, mikroorganizmy,
zwierzeta itd., petnigc wiele waznych funkcji produkcyjnych,
ochronnych, spolecznych, czy tez rekreacyjnych, jednoczes-
nie, poprzez tworzenie specyficznych warunkow fitoklima-
tycznych, odgrywaja duza role w tagodzeniu skutkéw zmian
klimatu (Neale, Kremer 2011). Zaréwno obecne, jak i prze-
widywane zjawiska przyrodnicze, takie jak dtugotrwate susze
lub mrozy, nadmierne zasolenie, czy tez powodzie, wptywaja
negatywnie na wzrost i zywotno$¢ drzew, stanowigc powazne
zagrozenie dla produkcyjnosci i utrzymania trwatosci lasow
na catym $wiecie (Salojarvia et al. 2017). Przewiduje sig, ze
zamieranie drzew w wyniku stresu abiotycznego, w tym od-
dziatywania niskich temperatur, w kolejnych dekadach be-
dzie coraz szybsze (Harfouche et al. 2014).

W gospodarce lesnej jednym z wazniejszych zjawisk me-
teorologicznych, ktoére nalezy bra¢ pod uwagg w praktyce
hodowlanej, sa przymrozki. Ze wzgledu na ich negatywne
znaczenie gospodarcze nastgpuje dynamiczny rozwoj prac
badawczych zwigzanych z odpornoscia drzew le$nych na ni-
skie temperatury (LT ang. low temperature) (Hurme et. al.
2000; Gonzalez-Martinez et al. 2006; Salojirvia et al. 2017).

W charakterystyce przymrozkow uwzglednia si¢ nie tylko
terminy ich pojawienia si¢ lub zakonczenia, ale takze czas
trwania oraz faktyczna liczb¢ dni przymrozkowych. Przy-
mrozek wystepuje wtedy, gdy Srednia temperatura dobowa
jest wyzsza od zera, natomiast temperatura minimalna spada
ponizej tej wartoséci lub, gdy temperatura maksymalna jest
wyzsza od zera, natomiast minimalna ma warto$¢ ujemna.
Przymrozki wystepujace tuz przy gruncie okresla si¢ jako
przygruntowe, natomiast notowane w klatce meteorologicz-
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nej okreslane sg jako catkowite. Dla roslin szczegolnie nie-
bezpieczne sa tzw. przymrozki pézne, wystgpujace wiosna,
poniewaz rozwijajace si¢ w tym czasie paki liSciowe i pgdowe
sa bardzo wrazliwe na niskie temperatury. Najbardziej zagro-
zone przymrozkami sg uprawy lesne, mtodniki oraz szkoétki
potozone na otwartym terenie, niechronionym przed wypro-
mieniowaniem energii cieplnej (Wilczynski et al. 2005).

Tradycyjne techniki hodowli selekcyjnej moga skutecznie
poprawia¢ zardwno cechy ilosciowe, jak i jakosciowe drzew,
takie jak np. wysokos¢ drzew, budowa korony, czy tez cze$-
ciowo odporno$¢ na stresy biotyczne i abiotyczne. Niestety,
ze wzgledu na dlugi okres zycia drzew, wolne zmiany onto-
genetyczne, dhugi okres osiggania dojrzatosci, duze rozmiary
genomu, a takze brak dobrze scharakteryzowanych mutacji,
ulepszanie drzew lesnych metoda selekcji jest procesem
zmudnym i powolnym (Harfouche et al. 2014).

Drzewa, pomimo szeregu ograniczen w dynamicznym roz-
woju badan nad ich tolerancja na niskie temperatury, stanowia
cickawy obiekt badan. Rosliny drzewiaste w strefie borealnej do
Arktyki 1 wysokich gor moga przetrwaé dlugotrwala ekspozycije
na temperature ponizej 40°C, a nawet -60°C, a testy laboratoryj-
ne wykazaty, ze wiele z tych gatunkdéw moze przetrwac zanurze-
nie w cieklym azocie w temperaturze -196°C (Strimbeck et al.
2014). W lesnych regionach tajgi Syberii i Kanady temperatury
wahaja si¢ od rekordowo niskiego poziomu -64°C do rekordowo
wysokiego poziomu +36°C, o tacznej amplitudzie 100°C. Zima
w rejonach tych zimozielone sosny Pinus, Swierki Picea, jodty
Abies, wraz z modrzewiem Larix i kilkoma gatunkami okryto-
nasiennymi sg eksponowane na ekstremalne zimno, zmienne
warunki $wietlne oraz na suche i silne wiatry (Strimbeck et al.
2014). Rosliny pochodzace z obszardéw borealnych i umiarko-
wanych charakteryzujg si¢ wigksza zdolnoscig radzenia sobie
z niskimi i mroznymi temperaturami. W ciggu ostatnich lat moz-
liwosci hodowlane niektorych gatunkéw drzew le§nych zostaty
rozwinigte, dzigki postepom genetyki i genomiki roslin. Badania
gatunkow syberyjskich i kanadyjskich, charakteryzujacych si¢
pelng tolerancja na ekstremalnie niskie temperatury, wskazuja
ze tolerancja na LT zmienia si¢ w zaleznosci od klimatu miejsca
pochodzenia tych gatunkdw, co wskazuje, ze jest to genetycznie
utrwalony wynik adaptacji i podlega on silnej kontroli genetycz-
nej (Strimbeck et al. 2014).

Celem pracy jest przeglad literatury, zwiazanej z genetyka
funkcjonalng zjawiska odpornosci drzew le$nych na niskie
temperatury.

2. Odpowiedz fizjologiczna roslin drzewiastych
na niskie temperatury (LT)

Tolerancja na zamarzanie drzew $cisle wigze si¢ fazami cyklu
wegetacyjnego 1 co za tym idzie ich aktywnoscia fizjologiczna.
Dziatalno$¢ merystematyczna pakéw wierzchotkowych ustaje
w odpowiedzi na skrocenie dtugoscei dnia, co konczy si¢ zatrzy-
maniem wzrostu i rozpoczeciem fazy spoczynkowej. Wyrdznia
si¢ spoczynek wzgledny, ktory jest skutkiem oddzialywania
negatywnych czynnikow zewnetrznych, takich jak niska tempe-
ratura czy niedobor tlenu, ktory ustepuje, gdy warunki si¢ popra-
wiaja. Wystepuje takze zjawisko spoczynku glebokiego roslin,

ktorego przyczyng sa zmiany w mechanizmach wewnetrznych
rosliny zwigzane z gospodarka hormonalng czy predyspozy-
cjami genetycznymi (Kopcewicz et al. 2012). Kilka tygodni po
ustaniu wzrostu paki wchodza w stan spoczynku glebokiego.
Roéwnolegle do zahamowania wzrostu, w odpowiedzi na foto-
period krotkiego dnia, tolerancja na zamarzanie drzew zaczyna
wzrasta¢. Przedtuzajaca si¢ ekspozycja na krotki dzien moze
prowadzi¢ do znacznego zwigkszenia si¢ tolerancji na zamarza-
nie (ryc. 1) (Welling, Palva 2006).

Wigkszo$¢ procesow podtrzymujacych zycie w roslinie jest
zalezna od temperatury. Jest to zwigzane z termicznym przy-
stosowaniem si¢ biatek enzymatycznych, stadium rozwoju ro-
$liny 1 jej warunkow wzrostu (Floryszczak-Wieczorek 2008).
Stres termiczny pojawia si¢ wtedy, gdy roslina jest poddana
dziataniu temperatury odbiegajacej od optymalnej. Na podsta-
wie zdolnoSci przystosowania do temperatury wyrdznia sie:

+ roSliny, ktore sa wrazliwe na chldd, a ich zakres toleran-
cji wynosi od +10°C do 0°C; z reguly sa to rosliny rosnace
w klimacie tropikalnym i subtropikalnym,

* roSliny, ktdre sg wrazliwe na mrdz, toleruja temperaturg do
0°C; sa to rosliny rosngce w strefie umiarkowane;j, jednak dozna-
ja uszkodzen, gdy temperatura jest na tyle niska, ze powoduje
krystalizacje wody w komorce roslinnej; do takich roslin nalezy
,»drozofila” genetyki roslin — Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.,

+ rosliny, ktore toleruja zamarzanie, a ich zakres tempe-
ratury wynosi od -1°C do -70°C; z reguly sa to drzewa — wie-
loletnie rosliny ladowe, mchy i glony.

Rosliny tolerujace zamarzanie, szczegolnie drzewa, po jesien-
nym okresie aklimatyzacji sg w stanie znie$¢ krystalizacj¢ wody
poza komorka i utratg wody przez komoérki w czasie zamarza-
nia. Temperatur¢ krzepnigcia w komorkach obniza zwigkszona
gestos¢ cytoplazmy i czgsciowa utrata wody. Formowanie si¢
krysztatkéw lodu w apoplascie nie jest jeszcze sytuacja kry-
tyczna i nieodwracalng dla komorki. Nieodwracalne uszkodze-
nia mozna zaobserwowac wtedy, gdy krysztatki lodu tworzg si¢
w symplascie. Dlatego tez odporno$¢ na mréz opiera si¢ gtéwnie
na tworzeniu si¢ lodu wewnatrz komorki. Jednym z wazniejszych
mechanizméw obronnych jest, tzw. plazmoliza mrozowa, ktora
polega na przenikaniu wody do apoplastu i zapobiega ,,prze-
chtodzeniu cieczy” (Kopcewicz et al. 2012). Reakcje wywolane
przez mréz w duzym stopniu przypominaja warunki odpowiada-
jace deficytowi wodnemu. Nastepstwem tego jest zmiana kon-
formacyjna biatek oraz nieprawidtowe reakcje pomigdzy $ciang
komorkows a jej blong. Wszystkie te procesy prowadza do za-
trzymania fotosyntezy w roslinie (Floryszczak-Wieczorek 2008).

Mréz powoduje gtéwnie uszkodzenie blony komoérkowej
poprzez krysztatki lodu, co prowadzi do nadmiernego wy-
cieku elektrolitow z tkanek (Tuteja 2009). Kolejng reakcja na
chtod jest zjawisko depolaryzacji blon. Nastepuje otworzenie
si¢ kanatow wapniowych, co z kolei powoduje wzrost stgzenia
jonéw wapnia w cytoplazmie. Dotyczy to takze komorek apa-
ratow szparkowych, ktore otwierajac sie, powoduja szybkie
wiedniecie rosliny (Floryszczak-Wieczorek 2008). Zasadniczo
ro$liny rosnace w strefie umiarkowanej sa odporne na chtod,
jednak sg one narazone na dziatanie mrozu w okresie zimo-
wym i dlatego zmuszone s3 do wyksztatcania odpowiednich
systemow odpornosciowych (ryc. 2).
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Rycina 1. Roczny przebieg spoczynku i tolerancji zamarzania dorostego osobnika brzozy podczas zimowania na terenie Polski. DD — dzien
dlugi, KD — dzien kroétki, LT — niska temperatura, FT — temperatura krzepniecia, cyfry rzymskie oznaczaja miesiace, DC — dynamika
tolerancji na zamarzanie, zielony Kolor roslin w tle — endodormancy (spoczynek bezwzgledny), zétty kolor roslin w tle — ecodormancy
(spoczynek wzgledny) (Welleng, Palva 2006; adaptacja dla terenéw Polski za pomoca https://www.gismeteo.pl/ i yandex.ru).

Rycina 1. Annual dormancy and freezing tolerance in an adult birch individual during wintering in Poland. DD — long day, KD — short
day, LT — low temperature, FT — freezing point temperature. Roman numerals indicate months, DC — dynamics of freezing tolerance, green
background color of plants — endodormancy (absolute rest), yellow background color of plants — ecodormancy (relative rest) (Welleng, Palva
2006, adaptation for Poland using https://www.gismeteo.pl/ and yandex.ru).
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Rycina 2. Procesy zachodzace w komérce roslinnej pod wplywem dzialania stresow abiotycznych
Figure 2. Processes occurring in a plant cell during the abiotic stress response
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Najwazniejszg rolg w tolerancji na niska temperature petni
btona komoérkowa. Ze wzgledu na swoje peryferyczne usytu-
owanie w komorce stanowi ona granicg¢ pomig¢dzy Srodowi-
skiem zewnetrznym a cytoplazma, bierze udziat w gospodarce
jonami oraz odpowiada za réwnowage wodng. Sifa toleran-
cji w duzej mierze zalezy od stabilnosci btony komorkowej,
a takze od zdolno$ci adaptacji, na ktora maja wplyw takie
procesy jak: zmiany we wilasciwosciach membran, poziomu
hormonodw, zawartosci cukréw oraz ekspresji genéw. Na przy-
ktad, wzrost zawartosci kwasu abscysynowego (ABA) w ko-
morkach jest zwigzany z wytrzymatoScia roslin drzewiastych
na chtéd i mréz (Rakowski 2005).

3. Molekularna i genetyczna odpowiedz drzew
leSnych na LT

Aklimatyzacja roslin do niskiej temperatury to skutek
zmian w transkrypcji genow (Kimie¢ et al. 2005). Stres
zwigzany z niska temperaturg powoduje zmiany w meta-
bolizmie komorki poprzez przyspieszanie degradacji bia-
ek oraz spowalnianie ich syntezy. Ro6wnoczes$nie powstaja
nowe bialka, nazywane biatkami stresowymi (Kopcewicz
et al. 2012). Klasyczne badania genetyczne wykazaty, ze
zdolnos¢ roslin do aklimatyzacji jest cechg ilosciowa, obej-
mujaca dziatanie wielu genow (Tomashow 1999). Jak juz
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wspomniano, jednym z gtéwnych czynnikéw stresowych
w komorkach, wynikajacym ze zmiany potencjalu wody
w komorce, jest odwodnienie wywolane zamarzaniem
(Wisniewski et al. 2003). Ponadto indukowana przez zimno
produkcja reaktywnych form tlenu, szczegdlnie w potacze-
niu z duzg intensywnoscia §wiatla, przyczynia si¢ do jeszcze
wigkszego uszkodzenia bton (Welling, Palva 2006). Dlate-
go w aklimatyzacji komorek roslinnych do warunkow stresu
abiotycznego, wywotanego niskg temperaturg, bierze udziat
indukcja genow kontrolujgcych stabilnos$¢ bton, biosynteze
biatek opiekunczych, wzmocnienie mechanizmoéw antyok-
sydacyjnych oraz gromadzenie cukréw i kompatybilnych
substancji rozpuszczonych (Tuteja 2009). Liczne zmiany
w ekspresji genow, zachodzace podczas aklimatyzacji do
warunkow zimna (tab. 1), wykazata, technologia mikroma-
cierzy (od ang. Microarray), umozliwiajaca badanie ekspre-
sji tysigcy gendw jednoczesnie (Fowler, Tomashow 2002;
Seki et al. 2002).

Generalnie geny reagujace na stres mozna podzieli¢ na
dwie grupy: geny, ktore bezposrednio uczestnicza w ochro-
nie komoérek w warunkach stresowych oraz geny koduja-
ce sktadniki szlaku przekazywania sygnatu, ktore reguluja
ekspresje genéw w odpowiedzi na stres (Tomashow 1999).
Nowe narzgdzia genomiki funkcjonalnej, szeroko wykorzy-
stywane w badaniach aklimatyzacji do niskich temperatur

Tabela 1. Badanie genomiki funkcjonalnej w roslinach drzewiastych odno$nie zimowania (Welling, Palva 2006 z modyfikacjami)
Table 1. The study of functional genomics in woody plants regarding wintering (Welling, Palva 2006 with modifications)

Metoda Liczba EST/genow/i cze$¢ rosliny Warunki, jesli okreslono Gatunki Odniesienie
Method Number of ESTs/genes/and part of the plant Treatment(s) if specified Species Reference
Sekwencjono- sekwencje EST 4406 i 3649 z aktywnego lato/jesien (aktywny wzrost/ topola osika Schrader et
wanie EST (4406) i uspionego (3649) kambium wchodzenie w stan spoczynku  poplar Populus al. (2004)
EST sequencing 4406 and 3649 EST sequences from active summer/autumn (active growth/  tremula L.
and dormant cambium, respectively dormancy)
Sekwencjono- 17 500 unigenéw 12 réznych bibliotek brzoza K. Ojala et al.
wanie EST 17,500 unigenes 12 different libraries brodawkowata  (dane nieopubli-
EST sequencing birch Betula kowane / unpub-
pendula Roth. lished data)
Microarray 2171 EST z ksylemu i merystemu sezonowe zmiany w drewnie sosna taeda Yang, Loopstra
wierzcholtkowego wezesnym i péZnym loblolly pine (2005)
2171 ESTs from xylem and shoot tip library ~ seasonal changes in Pinus taeda L.
earlywood-latewood
Microarray 21 840 unigenow z igiel z géornych platéw  lato/jesien (wczesna zima) Swierk sitkajski  Holliday et al.
bocznych w biezacym roku summer/autumn (early winter) sitka spruce (2007)
21,840 unigenes from needles from the Picea sitchensis
upper lateral lobes this year (Bong.) Carriére
Microarray 7254 unigenéw pedy zbierano co cztery go- kryptomeria Nose, Watanabe
7254 unigenes dziny przez dwa dni w zimie japonska (2014)
iwlecie cryptomeria ja-

shoots were collected every
four hours for two days in win-
ter and summer

panese Crypto-
meria japonica
(L.f.) D.Don
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roslin zielnych, zastosowano takze w badaniach nad wcho-
dzeniem drzew w stan spoczynku i rozwojem tolerancji na
mroéz. Obejmujg one analiz¢ transkryptomu i proteomu akli-
matyzujacych si¢ gatunkéw drzewiastych na podstawie ana-
lizy sekwencji metodg EST (ang. Expressed Sequence Tag).
Metode t¢ zastosowano do znalezienia kilkuset unikalnych
tranksyptéw dla aklimatyzujacych si¢ do zimna gatunkow,
np. boréwek Vaccinium spp., brzozy Betula spp. oraz topoli
Populus spp. Jest ona szczegdlnie uzyteczna w przypadku ga-
tunkow, ktorych genom jeszcze nie jest znany, jednoczes$nie
ujawniajac nowe geny mogace by¢ zwigzane z aklimatyzacja
do zimna i dajgc przyblizony obraz ekspresji genéw (Welling,
Palva 2006).

Rozwoj badan genetyki funkcjonalnej drzew lesnych na-
stegpuje w odpowiedzi na ciagla potrzebg opracowywania
nowych i doskonalenia istniejagcych narz¢dzi ochrony i go-
spodarki populacjami lesnymi. Jednym z gléwnych celow jest
wypracowanie mechanizméw wspierajacych prowadzenie
zroéwnowazonej gospodarki lesnej. Z jednej strony, dziatania
te bazuja na propagowaniu i wzbogacaniu istniejacej w la-
sach réznorodnosci genetycznej. Cel ten zostanie osiagnigty
dzigki zrozumieniu ewolucji i rozwojowi mozliwosci adapta-
cyjnych w kontekscie ewolucyjnym i ekologicznym (Neale,
Kremer 2011). Z drugiej strony, wspieraja one takze hodowle
selekcyjng drzew lesnych oraz dazenie do zapewnienia wias-
ciwego, pod wzgledem jakosciowym i iloSciowym, lesnego
materiatu podstawowego. Selekcyjne i genetyczne dosko-
nalenie gatunkow, zwlaszcza tych posiadajacych krotki cykl
produkcyjny, ma zapewni¢ zrownowazona dostawe surowca
drzewnego na potrzeby sektora przetworstwa drzewnego.

Wsrdd drzew, w odréznieniu od roélin zielnych, nie istnie-
je jeden uniwersalny gatunek modelowy oraz nie ma gatunku
ekonomicznie dominujacego nad innymi gatunkami na $wie-
cie. Ta sytuacja z pewnoS$cig utrudnia postep, ale w zwiaz-
ku z rozwojem technologii sekwencjonowania nastepnej
generacji (NGS — ang. Next Generation Sequencing), duza
liczba gatunkéw docelowych, niejednokrotnie o wysokim
zrdznicowaniu genetycznym, stanie si¢ impulsem do rozwo-
ju genomiki strukturalnej i funkcjonalnej. Sekwencjonowa-
nie genoméw gatunkow gltdwnych pozwoli tworzyé proby
referencyjne dla tysiecy sekwencji gatunkéw o mniejszym
znaczeniu gospodarczym: pielggnacyjnych i biocenotycz-
nych (Neale, Kremer 2011). W badaniach mrozoodpornos$ci
drzew lesnych obiecujagcym obiektem, ktory moze petnicé
role drzewa modelowego, jest brzoza brodawkowata Betula
pendula Roth. Ma ona péinocny zasig¢g wystepowania, krotki
cykl zycia (inicjacja kwitnienia w ciagu 1 roku), a co najwaz-
niejsze, posiada krotki, zsekwencjonowany genom (440-Mb)
(Salojarvia et al. 2017).

Aby efektywnie wykorzysta¢ wyniki analiz molekular-
nych i genetycznych w celu poprawy odpornosci drzew na
stres wywotany przez czynniki abiotyczne konieczne jest
szczegotlowe zrozumienie szlakow sygnalowych roslin,
a takze poznanie genéw kodujacych i regulujacych synteze
kluczowych biatek. Zrozumienie molekularnych i genetycz-
nych podstaw ekspresji cech poligenicznych jest wazng kwe-

stig w poprawie jakosci drzew, a takze wigze si¢ z wieloma
innymi dziedzinami. Nowsze technologie takie jak selekcja
genomowa (GS — ang. Genomic Selection) 1 EcoTILLING
dostarczajg obecnie nowych sposobow na poszerzenie wie-
dzy na temat réznych procesow zachodzacych w drzewach
lesnych i roli jaka petnig kluczowe geny (Harfouche et al.
2014). Poznanie i rozszyfrowanie sposobu przystosowa-
nia si¢ drzew lesnych do trudnych warunkoéw srodowiska,
zwlaszcza w obliczu prognozowanych zmian klimatu, bedzie
w przyszto$ci ogromnym utatwieniem w spelnianiu postula-
tow zrownowazonej gospodarki lesnej modelu wielofunkcyj-
nego, zakladajacego wspotistnienie funkcji produkcyjnych,
przy jednoczesnym zapewnieniu ciagtosci i trwatosci lasow
dla przysztych pokolen.

3.1. Czynniki transkrypcji CBF (C-repeat Binding
Factors)

Jedna z najwazniejszych Sciezek regulacyjnych proce-
su aklimatyzacji do warunkéw zimna jest szlak odpowiedzi
CBF/DERBI, ktory zostat szeroko scharakteryzowany dla
Aradopsis thaliana. Genom Aradopsis koduje matg grupe
czynnikoéw transkrypcyjnych znanych jako CBF1-3 lub od-
powiednio DREB1 A-C (Kurbidaeva, Novokreshchenova
2011). Biatka te posiadaja domen¢ wiazaca DNA, bardzo
podobne sekwencje aminokwasowe oraz kodowane sg przez
geny znajdujace si¢ na 4 chromosomie (kolejno: AT4G25490,
AT4G25470, AT4G25480) (Kmie¢ et al. 2005). Indukcja
genéw CBF1-3 nastepuje w ciggu 10-15 minut od ekspo-
zycji rosliny na dzialanie niskiej temperatury. Maksymalna
ekspresja zostaje osiggni¢ta w przeciggu 2—3 godzin i usta-
je po 24 godzinach (Gilmour et al. 2004). W czasie groma-
dzenia si¢ transkryptow DREB1, w promotorach nastgpuje
akumulacja mRNA odpowiednich genéow z motywem CRT/
DRE (ang. C-reapeat/dehydration responsie element), ktory
jest regulatorowa sekwencjag DNA genow kodujacych biatka
ochronne przed stresem. Geny sg indukowane przez czynnik
nazywany ,,CBF regulon”. Udowodniono, ze zawiera on 109
gendw nalezacych do kilku grup (Fowler, Thomashow 2002).
Udziat czynnika ,,CBF regulon” w aklimatyzacji do niskich
tempertur wykazano w badaniach, w ktorych nadekspresja
CBFs prowadzi do konstytutywnej ekspresji genow doce-
lowych CBF, co skutkuje nie tylko zwigkszong tolerancja
na zamarzanie roslin, ale takze zwigkszona odpornoscia na
susze i sol (Kasuga et al. 1999; Gilmour et al. 2004). Rodzing
biatek CBF, konserwatywna wsrod gatunkow roslin zielnych,
znaleziono nawet w roslinach niezdolnych do aklimatyzacji,
takich jak pomidory i ryz (Thomashow 1999).

Ostatnie badania molekularne i genetyczne wyraznie wy-
kazuja jednak, ze obnizenie temperatury prowadzi do ak-
tywacji podobnego procesu przekazu sygnatéow i ekspres;ji
gendéw ortologicznych zréwno u roslin zielnych, jak i drze-
wiastych. Benedict i in. (2006) sklonowali z Populus balsa-
mifera L. ortologi genow rodziny CBF Arabidopsis thaliana
(AtCBFs). Badania nad ekspresja genow AtCBFs topoli wy-
kazaty ich zdolno$¢ do przenoszenia zwigkszonej tolerancji



282 M. Novokreshchenova et al. / Le$ne Prace Badawcze, 2019, Vol. 80 (4): 277-284

na niska temperature i inne stresy abiotyczne. Eksperymenty
z mikromacierzami cDNA pozwolily zidentyfikowaé¢ geny
zwigkszajace swoja ekspresj¢ przez nadekspresje AtCBF1
u tego gatunku. Wykazano silne podobienstwo regulonu
CBF pomiedzy topolg a rzodkiewnikiem oraz zidentyfikowa-
no réznice pomiedzy regulonami lisci i pedow. Dzigki temu
Benedict i in. (2006) byli w stanie wykaza¢, ze regulacja
gendow dotknietych przemrozeniem lisci topoli typu dzikie-
go byla podobna do topoli z genem transgenicznym AtCBF.
Jednak zréznicowana ekspresja paralogow PtCBF i roznych
grup gendéw reagujacych na CBFs w tkankach czasowych
(lisciach) i statych (fodygach) sugeruje, ze w wyniku ewo-
lucji spoczynku zimowego u roslin wieloletnich, rola tych
gené6w w réznych tkankach gatunkow drzewiastych moze
by¢ odmienna.

3.2. Dehydryny

W badaniach nad aklimatyzacja do warunkéw zimna, naj-
szerzej analizowanymi biatkami sa dehydryny, ze wzgledu
na swoja obfitos$¢ i przewidywang rol¢ w ochronie komoérek
przed odwodnieniem. Kilka gendw dehydrynowych w swoim
promotorze zawiera LTRE/DRE/CRT (element reakcji na
niska temperaturg i suszg) (Welling, Pavla 2006), ktory jest
rozpoznawalny przez czynniki transkrypcyjne CBF. Ponadto
niektore dehydryny gromadza si¢ w odpowiedzi na ABA, kto-
rego poziom wzrasta w wyniku stresu osmotycznego, w tym
mroz (Kurbidaeva, Novokreshchenova 2011). Do tej pory
zidentyfikowano w transkryptomie Pinus massoniana Lamb.
ortologiczne geny uczestnikow odpowiedzi na kwas abscy-
synowy (NCED, PYL i td.) oraz dezaktywacj¢ reaktywnych
form tlenu (GPX, GST i GSR) (Du et al. 2018). W ostatnich
latach aktywnie badano fizjologiczna rol¢ dehydryn zwiaza-
nych z adaptacja, i chociaz doktadnej funkcji wigkszosci de-
hydryn nie wyjasniono do tej pory, to stwierdzono, ze maja
one strukturg hydrofilowa, ktora determinuje funkcje wiaza-
nia wody w komorce i zapobiega tworzeniu si¢ krysztatow
lodu (Graether, Boddington 2014).

Badania wykazaly sezonowa zmienno$¢ ekspresji genow
dehydrynowych i zawartos$¢ bialek w réznych roslinach drze-
wiastych. Poziom ten jest wysoki w zimie i niski w okresie
aktywnego wzrostu (Welling, Pavla 2006). Aby przeanalizo-
waé czynniki regulujace pojawienie si¢ dehydryn podczas
zimowania, zbadano ekspresje genow na rézne warunki §ro-
dowiskowe. Wickszo$¢ dehydryn w tkankach roslin drzewia-
stych jest indukowana w odpowiedzi na LT lub pod wptywem
skrocenia pory dnia, a nastgpnie LT (Cooke et al. 2012). Do-
datkowo wykazano, ze dehydryny s3 indukowane w tkance
uspionej w odpowiedzi na temperatur¢ krzepnigcia, jednak
tylko po rozmrozeniu tkanki (Welling, Pavola 2006). W ko-
morkach brz6z Betula spp. dehydryny wyraznie ulegaty eks-
presji jesienia w odpowiedzi na krotki dzien oraz w $srodku
zimy w odpowiedzi na niska temperatur¢ oraz mrozy (Wel-
ling, Pavla 2006).

Drzewa po aktywnym okresie wzrostu na poczatku lata
zaczynajg przygotowywac si¢ do zimy dtugo przed nieko-

rzystnymi warunkami (Welling, Palva 2006). Schrader i in.
(2004) stosowali metode kriosekcji w celu wyizolowania
oczyszczonych kambialnych komoérek merystemu z rosliny
drzewiastej Populus tremula podczas aktywnego wzrostu
i spoczynku. Wykazali oni, ze geny z rodziny PttCBFs, tak
samo jak geny z rodziny PttLEA (Late Embryodenesis Abun-
dant, dehidnyny), ulegaja wickszej ekspresji w merystemach
topoli uprawianych w warunkach polowych w odpowiedzi
na krotki dzien, ktéry moze posrednio wptynaé na ekspresje
gendw mrozoodporno$ci w trakcie aklimatyzacji. Jak sugeru-
je Puhakainen i in. (2004) krotki dzien ma takze bezposredni
wplyw na geny indukowane przez niska temperaturg. Wyka-
zano, ze nasila on indukcje¢ genow dehydrynowych brzozy,
pozostajacych pod kontrolg CBF (Puhakainen et al. 2004). To
zagadnienie byto szeroko analizowane na przyktadzie mode-
lowej rosliny Arabidopsis thaliana, dla ktérej wykazano, ze
ekspresja genu CBF1 jest uzalezniona od rytméw dobowych
(Lee, Thomashow 2012).

Przyktadem aktualnych tendencji i szybkiego postepu
w badaniach z zakresu genomiki funkcjonalnej w lesnictwie
jest sosna zwyczajna Pinus sylvestris L. Gatunek, ktory po-
mimo waznej roli ekologicznej i gospodarczej, oraz rozlegte-
go zasiegu wystepowania w Europie 1 Azji (Wachowiak et al.
2014),zracjiolbrzymiego genomu, przez lata pozostawal poza
orbitag mozliwosci badawczych. Ostatnio, dzigki szybkiemu
rozwojowi technologii, mozliwe byto zmienienie nukleotydu
w haplotypach w kilku genach-kandydatach odpowiedzi na
LT w wybranych, wykazujacych rozbieznos¢ w zakresie tole-
rancji na zimno, europejskich populacjach sosny zwyczajne;.
Wykryto znaczne zréznicowanie w strukturze czgstotliwosci
allelicznej haplotypow w siedmiu miejscach rodziny genow
dehydrynowych, w tym dhnl i dhn3 (Wachowiak et al. 2009),
oraz abaR (ang. abscisic acid-responsive protein), ktory jest
ortologiem genu AtGUNS. Jego produkt byt zidentyfikowany
jako potencjalny sktadnik bioracy udziat w odbiorze sygna-
hu pomiedzy chloroplastem a jadrem komoérkowym podczas
aklimatyzacji roslin do niskich temperatur (Wachowiak et al.
2009; Kindgren et al. 2015).

4. Podsumowanie

Wysoka zmienno$¢ wewnatrzpopulacyjna drzew stwa-
rza doskonale mozliwo$ci do zrozumienia molekularnych
podstaw funkcjonowania organizméw roslinnych (Neale et
al. 2013), w tym do ich reakcji na zmiany warunkéw §ro-
dowiskowych. Poznanie funkcji poszczegdlnych gendw
u gatunkéw drzew lesnych jest bardzo trudne z powodu
wielkosci ich genomoéw, specyfiki rozwojowej, jak row-
niez braku standaryzowanych metod i gotowych procedur,
rutynowo stosowanych w badaniach genetycznych ga-
tunkow zielnych (Neale et al. 2013). Lepsze zrozumienie
wielu procesow zyciowych drzew staje si¢ mozliwe dzigki
narzedziom genetyki funkcjonalnej i poréwnawczej. W ro-
$linach drzewiastych scharakteryzowano zmiany prote-
omiczne we wczesnym procesie aklimatyzacji w li§ciach
Populus sp. (Renaut et al. 2004) i korze Prunus persica (L.)
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Batsch (Renaut et al. 2008), osiggajac podobne wyniki do
gatunkoéw roélin zielnych. Wprowadzenie nowoczesnych
technologii w naukach takich jak proteomika i metabolomi-
ka, wspartych wynikami wieloletnich prac nad zmianami
fizjologicznymi, biochemicznymi i genetycznymi podczas
aklimatyzacji 1 spoczynku, pozwolito na zidentyfikowanie
wielu gtéwnych podmiotéw molekularnych. Zrozumienie
funkcjonowania mechanizmow genetycznych regulujacych
reakcje organizmow drzewiastych na niskie temperatury
umozliwi analiza funkcjonalna tych sktadnikéw in vitro i in
vivo, prowadzona zaré6wno oddzielnie, jak i tacznie.

W przysztosci jednym z gtéwnych i priorytetowych zadan
badawczych w genomice drzew lesnych bedzie opracowanie
nowych i wysokoprzepustowych technologii fenotypowania
(Neale, Kramer 2011), pozwalajacych wyjasni¢ i okresli¢
komponenty zmiennos$ci fenotypowej. Projekty obecnie zrea-
lizowane i aktualnie realizowane sekwencjonowania genomu
w drzewach leSnych sa ograniczone do okoto 40 gatun-
koéw, gtdwnie do 4 rodzin sposréd 100, tj.: Pinaceae (sosny,
swierki i jodly), Salicaceae (topole i wierzby), Myrtaceae
(eukaliptus) i Fagaceae (dgby, kasztany i buki). Nie sg one
prowadzone na duza skale, tak jak dzieje si¢ to w przypad-
ku genomu cztowieka, prostych roélin zielnych, czy owadow
(Neale et al. 2013), ale postgpy w zakresie wydajnosci i kosz-
tow sekwencjonowania umozliwily pierwsze projekty duzych
(~ 20 Gbp) genomow wielu gatunkow drzew iglastych (Street
2019). Aktualnie najbardziej wszechstronnym zroéditem do
analiz porownawczo-genomowych u drzew le$nych jest baza
danych TreeGenes (Wegrzyn et al.2008).

W $wietle rosnacej presji, jakiej podlegaja lasy na catym
$wiecie, zapotrzebowanie na narzedzia dostarczajgce precy-
zyjnych informacji genetycznych o drzewach bedzie wzra-
stato, zarowno w obszarze zarzadzania lasami, ich ochrony,
jak rowniez udoskonalania (Staton et al. 2015). Zasoby ge-
nomowe moga by¢ wykorzystywane jako narzedzia hodowli
i ochrony waznych gatunkéw drzew, poprzez identyfikacje
predyspozycji poszczegélnych populacji do zmian klimatu
i szacowania ich potencjatu adaptacyjnego (Segelbacher et
al. 2010; Sork et al. 2013). Wyniki uzyskane w badaniach
nad reakcja ro$lin na LT mogg by¢é pomocne w zrozumie-
niu i przewidywaniu wplywu globalnego ocieplenia na po-
szczegolne gatunki drzew i cate ekosystemy lesne, zwlaszcza
w regionach borealnych (Strimbeck et al. 2015). Uwaza si¢
bowiem, ze globalne ocieplenie ma by¢ najwigksze w zimie
i na wyzszych szerokosciach geograficznych, co bedzie miato
realny wplyw na fenologi¢ spoczynku i tolerancj¢ LT (Kra-
mer et al. 2000).

Konflikt interesow

Autorki deklaruja brak potencjalnych konfliktow.

Zroédlo finansowania badan

Badania sfinansowano ze srodkéw wlasnych.
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