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Celem zadania w 2015 roku byta weryfikacja korelacji pomi¢dzy poziomem ekspresji genow
TaCKX1 i TaCKX2 oraz aktywnoscia enzymu CKX w okreslonych tkankach
a produktywnos$cig/masg korzenia w wybranych genotypach pszenicy zwyczajne;j.

Jest to kolejny etap weryfikacji hipotezy badawczej zakladajacej, ze ekspresja genow
zrodziny CKX w rozwijajgcych si¢ klosach lub/i systemie korzeniowym wskazuje na
produktywnos¢ lub mase systemu korzeniowego.

Realizacja tematu przebiegata w kilku etapach i1 obejmowata wytypowanie i1 fenotypowanie
materiatu do$wiadczalnego, analiz¢ ekspresji TaCKX, ocen¢ aktywnosci enzymu CKX,
sekwencjonowanie fragmentow TaCKX oraz analize statystyczng i bioinformatyczng
wynikow.

Materiat i metody

Material badawczy stanowity linie i rody hodowlane zgromadzone w ramach tematu w 2014
roku. Analiza obejmowata 50 linii w tym: 10 linii pochodzacych z populacji mapujacej
Cuthbert 1 in. 2008, 15 linii z populacji mapujacej Quarrie 1 in. 2005, 10 rodéw przekazanych
przez Hodowle Roslin Strzelce Sp. z o0.0. Grupa IHAR, 10 rodéw udostepnionych przez
Hodowlg Roslin Danko, Sp. z 0.0., 5 odmian wspotczesnych.

Opis fenotypowy ro$lin zostal wykonany na podstawie doswiadczenia wazonowego
zalozonego w tunelu foliowym.

Analiza ekspresji wzglednej genow TaCKX1 i TaCKX2 wykonano zgodnie z opracowang
W ubiegtym roku procedura w ilo§ciowej reakcji RT-PCR. Wzgledny poziom ekspresji genow
TaCKX1 i TaCKX2 okreslano przy pomocy metody AACt w stosunku do genu referencyjnego
- cell division control protein, AAA-subfamily of ATPases.

Aktywnos$¢ enzymu dehydrogenazy cytokininowej, mierzono w korzeniach 5-cio dniowych
siewek i1 ktosach 7DAP wg. procedury opracowanej i opisanej przez Frebort i in. 2002.
Calkowitg ilo$¢ biatka w otrzymanych ekstraktach okreslano za pomocg standardowej metody
Bradforda (1976).

Sekwencjonowanie obejmowato fragmenty genow TaCKX1l i TaCKX2 pochodzace
z genomowego DNA i cDNA klosa 7DAP odmiany Ostka Smolicka i Brawura. Analiza
bioinformatyczna wynikow sekwencjonowania obejmowata poréwnanie uzyskanych
sekwencji z dostepnymi bazami danych przy pomocy algorytmu BLAST N.

Na podstawie wynikow analizy ekspresji wyliczono wzgledna ekspresje genow TaCKX1
I TaCKX2 z uwzglgdnieniem wspotczynnika korygujacego wahania genu referencyjnego.
Wyniki opisu morfologicznego, ekspresji wzglednej genow TaCKX 1 aktywnos$ci
enzymatycznej CKX poddano analizie korelacji.

Wyniki

W doswiadczeniu wazonowym obserwowano 11 cech morfologicznych i fenologicznych.
Wsréd badanych obiektéw liczba dni do kloszenia wahata si¢ od 39 do 62. Najwigksze
zroznicowanie tej cechy obserwowano w obrebie populacji mapujacej Quarrie i in. 2005.
Rody otrzymane z Hodowli Roslin Strzelce charakteryzowaly si¢ pdzniejszym kwitnieniem
W poréwnaniu do materialéw otrzymanych z Hodowli Ros$lin Danko. Badane materiaty
charakteryzowaty si¢ zréznicowang dtugosciag okresu od kloszenia do pylenia, wynosit on od



jednego do siedmiu dni. Najwicksze zrdznicowanie tej cechy obserwowano w populacji
mapujacej Quarrie i in. 2005. Srednia liczba kloséw na rosline miescita si¢ w przedziale
3,5 8,2. Generalnie obiekty z Hodowli Roslin Strzelce charakteryzowaty si¢ mniejsza liczba
ktosow/rosling w stosunku do materialéw otrzymanych z Hodowli roslin Danko. Wsréd
badanych materialow $rednia liczba ziaren/rosling wahata si¢ od 30 do 284,7. Najwicksza
zmiennos¢ tej cechy obserwowano w populacji mapujgcej Cuthbert i in. 2008. Materiaty
otrzymane z Hodowli Ro$lin Danko miaty najwigksza $rednia liczbe ziaren/rogline. Srednia
masa ziaren/rosling miescita si¢ w przedziale 1,1g — 9,89. Plon z wiaderka badanych
materiatow wykazywatl ponad 10 krotng rdéznice i wynosit od 5,25g do 58,9g. Grupa
materialow wytypowanych do analizy w 2015 roku charakteryzowala si¢ zrdéznicowang
wysokoscig roslin tj. od 38 cm do 127 cm. Rody z hodowli Ro$lin Danko byly wyzsze
i bardziej zroznicowane pod wzgledem tej cechy od materiatow otrzymanych z Hodowli
Roslin Strzelce. Dlugos¢ ktosa miesita si¢ w przedziale od 6,37 cm do 10,6 cm. Masa tysiaca
ziaren wynosita od 21,7 g do 41,7 g. Masa cze$ci nadziemnej wynosita od 10,1 g do 24,8 g.
Analize ekspresji wzglednej wykonano dla wytypowanych w 2014 roku genoéw TaCKX1
i TaCKX2. Gen TaCKX1 charakteryzowat si¢ 100 krotnie wyzsza ekspresja w klosie 7 DAP
od genu TaCKX2. W korzeniu 5-dniowej siewki nie obserwowano ekspresji genu TaCKX2.
Aktywnos¢ wzgledna enzymu CKX w korzeniu 5-dniowych siewek mie$cila si¢ w przedziale
0,023 do 0,165 pKat/mg. W klosie 7 DAP aktywno$¢ wzgledna wynosita od 0,017 do 0,208
pKat/mg.

Nie wykazano istotnej zalezno$ci migdzy ekspresjg wzgledng TaCKX1 i TaCKX2 w badanych
tkankach. Natomiast zaobserwowano negatywng korelacje miedzy ekspresja wzgledna
TaCKX1 w korzeniu 5-dniowych siewek i w klosach 7 DAP (-0,41). Migdzy ekspresja
wzgledng genu TaCKX1, a aktywnoscig wzgledng enzymu CKX w korzeniu 5-dniowej siewki
zaobserwowano negatywng korelacje (-0,29). Ekspresja genu TaCKX2 w klosie 7 DAP
wykazywata silng pozytywna korelacje z aktywnoscia wzgledna enzymu CKX (0,82).
Wzgledna ekspresja TaCKX1 w korzeniu 5-dniowych siewek wykazywata istotng korelacje
Z liczba dni do ktoszenia (0,52), liczba ktosow (-0,63). Natomiast w ktosie 7 DAP wzgledna
ekspresja tego genu korelowata z wysoko$cig roslin (0,37) i plonem (-0,34). Ekspresja
wzgledna genu TaCKX2 w klosie 7 DAP wykazywata istotng korelacj¢ z liczba klosow
(0,43), masg ziarniakow/rosline (0,43) 1 plonem (0,45).

Na podstawie sekwencji DNA i cDNA, mino braku sekwencji referencyjnych przypisanych
do okreslonego genomu, udato si¢ ustali¢, ze w przypadku odmiany Ostka Smolicka ekspres;i
ulegaja dwa geny TaCKX1, najprawdopodobniej pochodzace z réznych homeologicznych
genomoOw, a w przypadku odmiany Brawura ekspres;ji ulega tylko jeden z nich.

Na podstawie sekwencji referencyjnych o zidentyfikowanej lokalizacji okre§lono, ze
w odmianie Ostka Smolicka ekspresji ulega gen TaCKX2 zlokalizowany na chromosomie 3A
i 3B, natomiast w odmianie Brawura ekspresji ulega tylko gen TaCKX2 potozony na
chromosomie 3A.

Dyskusja

Analiza wykonana w biezacym roku potwierdza istnienie zalezno$ci migdzy wysokos$cia
plonu a poziomem ekspresji genéw kodujacych dehydrogenaze cytokininows. Stosunkowo
niska warto$¢ korelacji TaCKX1 z plonem moze mie¢ zwigzek z doborem materialu do
testow. Song i1 in. (2012) postulowali réwniez, iz obnizenie ekspresji genow TaCKXl1,
TaCKX2 lub TaCKX6 w czasie rozwoju ziarniakoéw moze skutkowac¢ wzrostem liczby i masy
ziaren. Podobnie badania przeprowadzone u ryzu wskazujg na istnienie takiej zaleznosci
(Ashikari i in., 2005). Plonowanie zalezy réwniez od szeregu innych genow i ich efekt
fenotypowy moze skutecznie maskowaé oddziatywania genéw kodujagcych CKX na



plonowanie. Zasadne wydaje si¢, dalsze poszukiwanie linii o bardzo zblizonym tle
genetycznym a réznigcych si¢ poziomem plonowania.

Podsumowanie i wnioski

Ekspresja genu TaCKX1 jest kilkukrotnie wyzsza w klosach 7 DAP niz w korzeniach
5-dniowych siewek.

Zgodnie z zalozong hipotezg wyznaczony wzoOr ekspresji genéw TaCKX1l i TaCKX2
W réznych organach i tkankach rozwijajacych si¢ roslin pszenicy moze wskazywac na ich role
w produktywnosci.

Bardzo duze r6znice w poziomie ekspresji genéw TaCKX2 i TaCKX1 w rozwijajacych si¢
ziarniakach mogga wptywac na istotno$¢ zmian zwigzanych z produktywnoscia.

W badanym materiale wystepuje korelacja miedzy ekspresjag TaCKX1 i plonem.
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