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Cele projektu

Hipoteza badawcza: zaklada, ze ekspresja genow z rodziny
TaCKX wystepujaca w rozwijajacych sie¢ klosach i/lub systemie
korzeniowym wskazuje na potencjal plonotworczy i/lub mase
systemu korzeniowego.

Celami badan byta:

» weryfikagja, czy profil ekspresji wskazanej grupy gendw jest
zwigzany z parametrami okreslajagcymi produktywnosc
oraz

* identyfikacja i wykorzystanie znacznikow molekularno-
fizjologicznych do poszerzenia puli genetycznej pszenicy o
formy, ktorych podioze genetyczne wskazuje na
podwyzszony potencjal plonowania i silniejszy system
korzeniowy.

Wszystkie cele gldéwne i szczegotowe zostaly osiagniete.



Materialy i metody

Material:

Rok 2015 - 50 genotypow z 4 zrodet: dwoch populacji mapujacych (Quarrie i in. 2005,
Cuthbert i in. 2008) oraz linie hodowlane z dwoch polskich hodowli (Hodowla Roslin
Strzelce, Sp. z 0.0. Grupa IHAR i Hodowla Roslin Danko, Sp. z 0.0.); rok 2016 — dalsze 50
enotypow; 2017 - 30 genotypow hodowlanych, 3 Fy; 2018 - 10 genotypdéw hodowlanych i
F,; 2019 - 10 genotypow hodowlanych, 4 F; i 6 F,; 2020 — 3 genotypy 14 mieszance
pokolenia F,, segregujace roslin F, z 4 mieszancéw F;, 10 linii F; wybranych z 10
pojedynkow F,

Metody:
- izolacja DNA, projektowanie starteréw, PCR, klonowanie i sekwencjonowanie,

- izolacja RNA z korzeni i klosow (Tri-Reagent, Sigma Aldrich i inne; dopracowanie
procedury w 2016), ocena koncentracji i jakosci,

- synteza cDNA na matrycy RNA z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy (Thermo
Scientific),

- wybor genu referencyjnego (ADP-ribosylation factor),

- ilosciowa analiza ekspresji genow z rodziny TaCKX oraz TaNAC2-5A (RT-qPCR) w
korzeniach siewek i w dojrzewajacych kiosach,

- pomiary aktywnosci enzymu dehydrogenazy cytokininy (CKX), pomiary biatka,

- wytypowanie genotypow do krzyzowan, uzyskanie mieszancow F,, segregujacych
roslin F, oraz pokolenia F;,

- fenotypowanie - pomiary morfometryczne cech zwiazanych z produktywnoscia i
masa korzeni siewek,

- analiza statystyczna w programie STATISTICA - istotno$¢ zmian przy wykorzystaniu
analizy wariancji ANOVA 1 testow post-hoc; korelacje miedzy badanymi cechami i
znacznikami wg. Pearsona i/lub Spearmana.



Wyniki

2014:

Wybor i kolekgja 100 genotypow pszenicy z dwoch populacji mapujacych.

Optymalizacja pomiaru ekspresji gendw; wybor genu referencyjnego.

2015:

Wyznaczenie korelacji pomiedzy znacznikami genetyczno / biochemiczno /

fizjologicznymi wybranych genow TuCKX a produktywnoscia i masa korzenia

w roznych genotypach/materiatach hodowlanych, tj:

— wyznaczenie ekspresji wzglednej genu TuCKX1 i TaCKX2 w rozwijajacych
sie klosach i korzeniach w 50 genotypach,

- Eomiary aktywnosci enzymu CKX w rozwijajacych sie ktosach i

orzeniach; opis fenotypowy - 50 genotypow,

— sekwencjonowanie fragmentu genéw TaCKX1 i TaCKX2 w dwoch
odmianach i dwdch tkankach.

2016:

Kontynuacja analizy korelacji pomiedzy poziomem ekspresji wybranych
enow TaC]KX (TaC%XI, TaCK§]?5) oraz aktywnoscia enzymu CIgX w badanych

tkankach a produktywnoscia/masa korzenia w wybranych genotypach

pszenicy zwyczajnej (kontynuacja jw. dla nastepnych 50 genotypow).

Ponadto:

— opracowano najnowsze dane literaturowe na temat genéw gtownych,
odgrgzwaja‘cych istotna role w produktywnosci pszenicy (publikacja w
TAG),

—  wytypowano materiaty hodowlane do badan.



Wyniki
2017:

Ocena za pomoca wdyznaczonych znacznikow genetyczno / biochemiczno /
fizjologicznych produktywnosci i masy korzenia w wytypowanych 30
hodowlanych genotypach / materialach hodowlanych oraz wykonanie
krzyzowan dla wybranych genotypow.

—  Pomiary ekspresji genow 1TuCKX1, TaCKX5, TnCKX6 i TaNAC2-5A,
aktﬁwnos’ci enzymu CKX (rozwijajace si¢ klosy, korzenie siewek); ocena
cech fenotypowych,

—  przeprowadzenie i uzyskanie F; z 6 krzyzowan.

2018:

Ocena dziedziczenia znacznikow genetyczno / biochemiczno / fizjologicznych
produktywnosci i masy korzenia w przekazanych przez hodowcow genotypach /
materiatach hodowlanych i poszerzenie puli charakteryzowanych genotypow
(ocena minimum 6 F;; poszerzenie puli genotypdw - minimum 10).

— oceniono poziom ekspresji wzglednej genéw TaCKX1, TaCKX6 1 TaNAC2-
5A w korzeniach siewek oraz genu 1aCKX1 w dojrzewajacych klosach,

— wykonano pomiary aktywnosci enzymu CKX w prébkach poddawanych
analizie ekspresji genow TaCKX,

— oceniono 6)oziom ekspresji wzglednej genow TaCKX2.1 oraz TaCKX2.2 w
ktosach 30 genotypow analizowanych w poprzednim roku,

— dane byly korelowane z ocena najwazniejszych cech fenotypowych
zwiazanych z produktywnoscia i masa korzenia siewek w celu doboru
odpowiednich genotypow do dalszych krzyzowan.



Wyniki
20109:

Kontynuowano ocene dziedziczenia znacznikdw genetyczno / biochemiczno /
tizjologicznych produktywnosci i masy korzenia w przekazanych przez hodowcow
genotypach / materialach hodowlanych i poszerzano pule charakteryzowanych
genotypow (ocena minimum 6 F,; poszerzenie puli genotypow - minimum 10).

—  wykonano dalsze 4 krzyzowania w celu uzyskania nastepnych mieszancow
pokolenia F;,

—  oceniono Eoziom ekspres;ji Wzgledne%genéw TaCKX1, TaCKX6 oraz TaNAC2-5A w
korzeniach siewek i genow TaCKX1, 1aCKX2.1/2.2 oraz TaNAC2-5A w
dojrzewajacych klosach segregujacych pojedynkéw F, (z otrzymanych wczesniej 6
mieszancow pokolenia F;) oraz wytypowanych 10 genotypdw,

—  dane te byly korelowane z oceng najwazniejszych cech fenotypowych, masa
korzenia siewek, produktywnoscia 1 innymi waznymi cechami.

2020:

Prz?iprowadzono oceng znacznikdéw genetyczno / biochemiczno / fizjologicznych
produktywnosci i masy korzenia w se%re ujacych materiatach i analize dziedziczenia
znacznikéw/cechy w pokoleniach T, i T; (trzeci rok badan), t:

—  oceniono poziom ekspresji wz ledne%"gen(')w TaCKX1, TaCKX5 1 TaNAC2-5A w
korzeniach siewek i genow TaéKXl, nCKX2.1/2.2 oraz TaNAC2-5A w
dojrzewajacych ktosach: 3 genotypow rodzicielskich, 4 mieszanicow F;, 24
segregujacych pojedynkow F, (z otrzymanych wczesniej 4 mieszanicoOw pokolenia
F,) oraz w dojrzewajacych klosach 10 linii F; wybranych z 10 pojedynkéw F,,

—  dane korelowano z oceng najwazniejszych cech fenotypowych, masa korzenia
siewek, produktywnoscia i innymi waznymi cechami.



Dyskusja

Realizacje tematu badawczego rozpoczeto od dopracowania metody izolacji RNA i
ilosciowego pomiaru ekspresji genow w rozwijajacych si¢ kfosach oraz korzeniach
siewek. Kompatybilnos¢ wynikow w tych dwoch roznych organach wymagata m.in.
dobrania odpowiedniej procedury i genu referencyjnego.

W drugim eta};zie wytypowano i przetestowano ekspresje wybranych genow z
rodziny TuCKX w 100 zroznicowanych genotypach pszenicy. Wyniki korelacji
(pozytywnej lub negatywnej) pomigdzy Ipoziomem ekspresji genow TaCKX a cechami
plonotworczymi potwierdzity istotng role wybranych genéw w rozwoju roslin, w
tym korzenia i klosa oraz produktywnosci. Potwierdzenie tych wynikow
obserwowano w kolejnych, testowanych materiatach hodowlanych z Danko HR i HR
Strzelce. Wyniki te pozwolity na wybor odpowiednich znacznikéw produktywnosci,
’?':. Igoziomu ekspresji okreslonych genow z rodziny TaCKX oraz aktywnosci enzymu

X. Poniewaz ekspresja tych genow w wigkszosci jest tkankowo specyficzna,
zgodnie z przewidywaniami czesc z nich jest znacznikami produktywnosci w
rozwijajacym si¢ klosie a czes¢ w korzeniu siewek. Na podstawie tych wynikow
dobrano odpowiednie genotypy hodowlane do krzyzowan. W celu wykazania ich
dziedzicznego charakteru, wyznaczone znaczniki produktywnosci wykorzystano do
selekcf(i wysokoproduktywnych pojedynkow w F, i sprawdzenia ich przekazywania
do pokolenia F;. Dane poziomu ekspresji w powiazaniu z produktywnoscia
potwierdzily skutecznos¢ wybranych miernikéw do prowadzenia selekcji
produktywnosci w materiatlach hodowlanych pszenicy.

Przedstawione badania, tacznie z dotychczas opublikowanymi (przeZrocze 10;
zwlaszcza Szala i in. 2020), sa badaniami nowymi w skali Swiatowej i wnosza istotn
wklad w rozwoj hodowli pszenicy. Publikacja na temat dziedziczenia wyznaczonyc
znacznikow bedzie opracowana w 2021. Realizacja tematu umozliwila
przeprowadzenie badant w ramach doktoratu mgr K. Szala.



Whnioski

Zgodnie z zatozona hipoteza wyznaczony wzor ekspresji wybranych gendw z rodziny TaCKX w
roznych organach i tkankach rozwijajacych sie¢ roslin pszenicy moze wskazywac na ich role w
produktywnosci.

Bardzo duze roznice w poziomie ekspresji gendw TaCKX2, TnCKX5 i TaCKX1 w rozwijajacych
sie ziarniakach wsrdd testowanych materialow hodowlanych moga wptywac na istotnos¢ zmian
zwiazanych z produktywnoscia.

Negatywna korelaclja pomiedzy ekspresja genow TaCKX1 i TaCKX5 w klosach badanych
materialow hodowlanych a plonem weryfikuje pozytywnie zatozona hipoteze badawcza.

Materiaty z HR Strzelce wykazuja znacznie wigksze zréznicowanie pod wzgledem badanych
miernikow (ekspresja w korzeniach, aktywnos¢ CKX w klosach), niz materiaty z HR Danko co
wi)’rﬁvy'a na wyniki oczekiwanych korelacji i mozliwos¢ uzycia badanych parametrow do
selekgiji.

Silna (zwlaszcza w materiatach z HR Strzelce) korelacja miedzy masa korzenia i aktywnoscia
enzymu w tym organie wskazuje, ze aktywnos¢ enzymu CKX moze by¢ uzyta jako marker I
fazy rozwoju korzenia.

Negatywna korelacja pomigdzy aktywnoscig enzymu CKX w ktosach a plonem wskazuje, ze ten
czynnik moze by¢ pomocny przy ocenie potencjatu plonotworczego genotypdw pszenicy.

Brak istotnej korelacji pomiedzy ekspresja genu TaCKX1 w klosach zebranych z pola i w klosach
pochodzacych z fitotronu swiadczy o wptywie srodowiska na ekspresje tego genu.

Istotna statystycznie, silna korelacja pomiedzy eksFresjq genow TuCKX1, TaCKX6 oraz TaNAC2-
5A w korzeniach siewek wskazuje na silng koregulacje tych genow.

Korelacje ekspresji gendw TaCKX1 i TaCKX6 w korzeniu z niektdrymi cechami plonotwdrczymi
wskazuja, ze moga one by¢ I}réydatne jako znaczniki masy korzenia (ekspresja TaCKX1) czy tez
produktywnosci (ekspresja TaCKX6)

Silna, istotna statystycznie korelacja miedzy ekspresjq genow TuCKX2.1 a TaCKX2.2 w ktosach 7
DAP 12 rodow i odmian z HR Strzelce pocl}nlodzqcyc z pola oraz brak istotnej korelacji miedzy
t’yn(lii genell(mi w badanych genotypach z fitotronu swiadczy o silnej wspotpracy tych genow w
srodowisku.

Poziom ekspresji badanych genow z rodziny TuCKX jest dziedziczony do trzeciego pokolenia
generatywnego (T5).




Osiagniecia projektu

Opracowano precyzyjng metode ilosciowej analizy
ekspresji genoOw pszenicy.

Wykazano za pomoca korelacji, ze poziom ekspresji
okreslonych genow TuCKX oraz aktywnosc enzymu
CKX w rozwijajacych sie kiosach i/lub korzeniach
siewek w materiatach hodowlanych moga byc¢
znacznikami produktywnosci.

Udokumentowano wystepowanie bardzo duzego
zroznicowania w poziomie ekspresji okreslonyc
genow TuCKX w materiatach hodowlanych, co
umozliwia wybor okreslonych genotypow do hodowli

(Rys. 2, Szala i in. 2020).

Wykazano, ze inne grupy genoéw TaCKX reguluja cechy
plonotworcze na polu a inne w fitotronie (Rys. 4, Szala i
in. 2020).

Znaczniki produktywnosci sa dziedziczone
(potwierdzone w F;) i mozna ich uzyc do selekgji
okreslonego fenotypu.
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