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Wprowadzenie:
Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) jest jedng z najwazniejszych roslin zbozowych,

ktora stanowi zrodto pokarmu dla okoto 40% populacji §wiatowej oraz jest wykorzystywana jako
sktadnik paszy dla zwierzat.

Twardo$¢ ziarna pszenicy zwyczajnej jest jedng z najwazniejszych cech technologicznych,
determinujaca jakos¢ przemiatu oraz wplywajaca na koncows jakos¢ technologiczng maki (Igrejas
i in., 2001; Li i in., 2014; Ribeiro i in., 2017). Prace badawcze nad twardos$cig ziarna pszenicy
prowadzone sg od lat 60 XX w. Poczatkowo byly to prace zwigzane z dziedziczeniem tej cechy
I weryfikacja, Ze jest to cecha determinowana przez pojedynczy locus (Symes, 1965). Nastepnie
locus ten zostat zlokalizowany w genomie pszenicy (Law i in., 1978) oraz zidentyfikowano bialka,
ktorych obecno$¢ wpltywala na zmniejszenie twardosSci ziarna pszenicy (Greenwell i Schofield,
1986). Przetomowe okazaly si¢ prace Giroux i Morris (1998), w ktoérych dowiedziono, ze cecha ta jest
warunkowana przez dwa geny Pina oraz Pinb. Oba geny Pin nie zawierajg intronéw, a dtugos¢ ich
sekwencji kodujgcej wynosi 447 pz. Geny te znajdujg si¢ w locus Ha, ktory zlokalizowany jest na
krotkim ramieniu chromosomu 5D (Gautier i in., 1994). Obydwa geny Pin wystepuja jedynie
w subgenomie D; brak ich homeologéw w subgenomach A i B. Prawdopodobng przyczyng moze
by¢ delecja fragmentoéw chromosomow, ktora nastgpita w toku ewolucji praprzodkdéw pszenicy
zwyczajnej w czasie poliploidyzacji (Chantret i in., 2005). Allele typu dzikiego odpowiednio: Pina-
Dla oraz Pinb-Dla warunkujg powstanie fenotypowo migkkiego ziarna. Z kolei jakakolwiek
mutacja w jednym lub obu genach Pin, powodujaca zamian¢ w Sekwencji aminokwasowej
prowadzi do powstania fenotypu o twardym ziarnie (Giroux i Morris, 1998). Pina i Pinb koduja
biatka puroindolinowe, odpowiednio puroindoling A (PINA) oraz puroindoling B (PINB).
Zroéznicowanie sekwencji w obrebie dwoch genow Pin jest bardzo duze. Do tej pory w rdznych
odmianach pszenicy zwyczajnej jak rowniez tak zwanych odmianach pszenicy syntetycznej (ang.
synthetic wheat) oraz formach uzyskanych na drodze mutagenezy chemicznej opisano 30
allelicznych wariantow genu Pina, wliczajagc warianty delecyjne oraz 33 warianty genu Pinb
(Iftikhar i Ali, 2017; Kammeraad i in., 2016; Kumar i in., 2015; Li i in., 2020; Morris i in., 2020;
Nadolska-Orczyk i in., 2009). W wigkszosci przypadkow réznice pomiedzy allelami wynikaja
z polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP).

Do innych czynnikow mogacych mie¢ niewielki wplyw na twardos$¢ ziarna pszenicy zalicza sig:
zawarto$¢ biatka catkowitego (Turnbull i Rahman, 2022), biatka glutenowe (Quayson i in., 2018),
czy tez zawarto$¢ arabinoksylanow i arabinogalaktaow (Lillemo i in., 2002). Jedynym opisanym do
tej pory czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry zostal bezposrednio powigzany z twardosciag

3



ziarniakow pszenicy zwyczajnej jest czynnik transkrypcyjny SPA (ang. Storage Protein Activator)
(Ravel i in., 2009).

Ze wzgledu na fakt, ze twardo$¢ ziarna pszenicy zwyczajnej jest wazng cechg technologiczna,
metody, ktore sa wykorzystywane do pomiarow tej cechy sg ciaggle doskonalone. Metody pomiaru
twardo$ci mozemy podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy ze wzgledu na ich specyfike, tj. grupe
pomiaréw technologicznych oraz wytrzymatosciowych (Fraczek i in., 2003). Trzema najczesciej
stosowanymi metodami sg: PSI (ang. Particle Size Index), NIR (spetroskopia bliskiej podczerwieni,
ang. Near Infrared Reflectance) oraz SKCS (ang. Single Kernel Characterization System).
Najszerzej stosowang jest metoda SKCS (Martin i in. 1993; Pearson i in., 2007), skomercjalizowana

przez firme Perten Instruments.

Cel pracy:
Gloéwnym celem pracy byta kompleksowa analiza czynnikéw warunkujacych twardos¢ ziarna
pszenicy w odmianach i liniach hodowlanych wykorzystywanych w polskiej hodowli. Praca

realizowana byta w trzech etapach:

1. Poznanie zréznicowania allelicznego gendéw Pin w pszenicach wykorzystywanych
w polskiej hodowli i uprawie.

2. Opracowanie szybkiej i skutecznej metody oznaczania alleli genéw Pin wystepujacych
w polskiej uprawie oraz hodowli pszenicy.

3. Poznanie innych czynnikow genetycznych (czynniki transkrypcyjne)
1 fenotypowych, ktére maja wptyw na ksztaltowanie twardosci ziarniakOw pszenicy

zwyczajnej.

Wyniki badan:
1.Analiza polskiej populacji pszenicy zwyczajnej
1.1 Zmienno$¢ genéw Pin

Zmiennos¢ alleliczng genéw Pin analizowano w oparciu o sekwencjonowanie amplikonow
metoda Sangera. Material roslinny stanowity 62 wspotczesne odmiany hodowlane, 51 linie
hodowlane dostarczone przez hodowcéw z Hodowli Roslin Strzelce, Hodowli Roslin Smolice oraz
Danko Hodowla Roslin jak rowniez 80 Polskich odmian miejscowych pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.) pozyskanych z Krajowego Centrum Roslinnych Zaséob Genowych.

We wszystkich analizowanych wspotczesnych odmianach, liniach hodowlanych oraz odmianach



lokalnych wystepowat tylko allel typu dzikiego genu Pina, czyli Pina-D1a. W przypadku genu Pinb
zmienno$¢ alleliczna byta wigksza, ale ograniczona jedynie do pigciu alleli. W przypadku odmian
i linii wspotczesnych najczesciej wystepujacym allelem byt Pinb-D1b, ktéry zidentyfikowano w 67
genotypach, co stanowi 57% badanej grupy. Allel typu dzikiego Pinb-Dla wystepowat w 19 (16%)
odmianach i liniach hodowlanych, allel Pinb-D1d w18 (15%), natomiast najmniej licznie
wystepowat allel Pinb-D1c, ktory wykryto w 14 (12 %) wspodtczesnych odmianach i liniach
pszenicy. W przypadku odmian lokalnych proporcja zmiennosci byta zupeknie inna w poréwnaniu
do wspotczesnych przedstawicieli pszenicy zwyczajnej. Najliczniej reprezentowanym allelem byt
allel Pinb-Dla, ktory zostal oznaczony w57 (71%) odmianach. W 21 (26%) odmianach
wystepowat allel Pinb-D1b. Pojedynczy przypadek stanowit allel Pinb-D1c oraz unikalny dla
Europejskich populacji pszenicy zwyczajnej allel Pinb-D1g.

1.2 Twardos$¢ ziarna

Twardo$¢ ziarna mierzono metodg SKCS. We wspotczesnych odmianach i liniach
hodowlanych indeks twardosci (HI) dla kazdego allelu miat nastepujacy rozktad: dla Pinb-Dl1a od
6 do 57; dla Pinb-D1b od 35 do 80; dla Pinb-Dlc, od 42 do 77; dla Pinb-D1d od 40 do 82.
W odmianach lokalnych indeks twardosci dla grupy Pinb-Dla wynosit od 9 do 37, a dla Pinb-D1b
od 18 do 63. Dla genotypow z allelem Pinb-D1c HI wynosit 66, a z allelem Pinb-D1g byt rowny 61
(Rys. 1). Szczegotowe zestawienie twardosci dla poszczegélnych alleli zostato zamieszczone
w zataczniku w tabeli S1 oraz S2. Poszczegdlne genotypy zaklasyfikowano na podstawie twardosci
ziarna zgodnie z systemem zaproponowanym przez Corona i in. (2001) do trzech kategori.
W przypadku wspoétczesnych odmian i linii hodowlanych do kategorii migkkich pszenic zostato
zaklasyfikowanych 20 genotypow, 74 do pszenic $rednio twardych oraz 24 do pszenic twardych.
W odniesieniu do odmian lokalnych 61 pszenic zostato zaklasyfikowanych jako pszenice migkkie,

a 19 jako pszenice srednio twarde.

1.3 Zawartosci bialka, skrobi oraz glutenu w ziarniakach odmian lokalnych

Zawartos$¢ biatka, skrobi oraz glutenu byta mierzona metoda NIR. Analizy zostaty wykonane
w ziarniakach 80 odmian lokalnych. Zawartos$¢ biatka w badanych odmianach wynosita od 13,10%
do 23,15%. Zawarto$¢ skrobi oznaczono w przedziale od 55,85% do 67,70%, a zawartos¢ mokrego

glutenu od 28,05% do 53,15%.
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Rysunek 1 Zakresy indeksow twardo$ci dla poszczegolnych alleli Pinb z podziatem na wspotczesne pszenice
oraz odmiany lokalne. Szerokos$ci figur na wykresie okre$lajg czestotliwo$¢ wystepowania danego indeksu
twardo$ci W pszenicach (za Przyborowski i in., 2020).

2. Rozne metody identyfikacji alleli genu Pinb

W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki detekcji alleli genu Pinb metodami
alternatywnymi w stosunku do sekwencjonowania, ktore moga mie¢ zastosowanie w pracach
hodowlanych. Sekwencjonowanie Sangera stanowilo metod¢ referencyjng dla analizowanych
technik. W kazdej ponizej opisanej metodzie zostaly zastosowane te same odmiany
z wczesniej oznaczonymi allelami metoda Sangera. Dla poszczegdlnych reakcji matryce stanowito
gDNA wyizolowane z r6znych odmian pszenicy, odpowiednio: Slade (Pinb-D1a); Anthus (Pinb-
D1b), Piko (Pinb-D1c) i Artis (Pinb-D1d).

2.1.  Trawienie enzymatyczne przy uzyciu endonukleazy CEL I

Wzor fragmentéw amplikonu genu Pinb po trawieniu enzymatycznym endonukleazg CEL 1

przedstawiono na rysunku 2. Jezeli testowana odmiana miata inny allel niz allel referencyjny to

otrzymany na zelu wzor sktadat si¢ z co najmniej trzech prazkoéw, tj. nierozcigtego amplikonu

(zarowno allele badane jak i referencyjne) oraz przynajmniej dwoéch fragmentow, ktérych dtugos¢



zalezala od miejsca wystgpowania niesparowanych nukleotydéw w heterodupleksie allelu
referencyjnego i badanego (Rys. 2.)

Rysunek 2 Wzory fragmentéw amplikonu genu Pinb po trawieniu CEL | w zelu agarozowym.

M — marker wielkosci, Al i A2 — mieszanina amplikonéw referencyjnych oraz amplikonow
Pinb-Dla, B1i B2 —z Pinb-D1b, C1i C2 —z Pinb-D1c, D1 i D2 — z Pinb-D1d.

2.2.  Wysokorozdzielcza krzywa topnienia produktu reakcji lancuchowej polimerazy
(HRM-PCR)

W metodzie tej allele genu Pinb amplifikowano w reakcji tancuchowej polimerazy, ktorej
koncowym etapem bylo wyznaczenie krzywych topnienia produktow amplifikacji z jednoczesnym
pomiarem fluorescencji. Na rysunku 3 przedstawiono wykres zaniku fluorescencji
(znormalizowanej wzglgdem przyrostu kopii amplikonéw w czasie PCR) wraz z przyrostem
temperatury. Wynik z trzech powtorzen technicznych dla kazdego allelu zostat usredniony
i przedstawiony w formie jednej krzywej. Maksimum fluorescencji (dF/dT) dla poszczegolnych
alleli genow Pinb byto obserwowane odpowiednio: dla allelu Pinb-Dla w 85,35 °C (+0,02 °C), dla
allelu Pinb-D1b w 85,07 °C (0,02 °C), dla Pinb-D1c w 85,38 °C (£0,03 °C) oraz dla Pinb-D1d
w 85,32 (£0,02 °C)(Rys. 3A).
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Rysunek 3 Krzywe topnienia produktow reakcji PCR-HRM dla wybranych alleli genow Pinb (A).
Znormalizowany wykres roznicujacy produkty reakcji PCR-HRM dla alleli genow Pinb (B).

2.3.  Markery molekularne typu CAPS

Wyniki analizy z uzyciem markeréw CAPS przedstawiono na rysunku 4. Amplikony alleli Pinb-
D1a, Pinb-D1c i Pinb-D1d, trawione enzymem Mbil, rozcinane byty na dwa fragmenty, ktore miaty
dhugos¢ 318 1 129 pz. Amplikon allelu Pinb-D1b trawiony tym samym enzymem, rozcinany byt na
trzy fragmenty, o dlugosci 223, 129 195 pz. Amplikony alleli Pinb-D1a, Pinb-D1b i Pinb-D1d
trawione enzymem Pwull rozcinane byly na dwa fragmenty o dtugosci 264 i 183 pz, a amplikon
allelu Pinb-D1c nie byt trawiony tym enzymem. Amplikony allelu Pinb-D1a, Pinb-D1b i Pinb-D1c
trawione enzymem Mnlll rozcinane byly na dziewig¢ fragmentow, ktére mialy nastepujace
dhugosci: 137, 112, 66, 45, 29, 25, 20, 5 i 3 pz (widoczne tylko 3 najdtuzsze fragmenty). W wyniku
trawienia tym samym enzymem amplikonu allelu Pinb-D1d uzyskano dziesi¢¢ fragmentéw
o nastepujacych dtugosciach: 115,112, 66, 45, 45, 29, 25, 22, 20, 5 1 3 pz. Na zelu widoczne sg tylko
dtuzsze fragmenty; fragmenty krotsze (ponizej ~45 pz) nie s3 widoczne. Reasumujac, testowane

markery CAPS pozwalajg na jednoznaczng identyfikacje alleli Pinb-D1b, Pinb-D1c i Pinb-D1d.
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Rysunek 4 Elektroforeza zamplifikowanych fragmentéw zawierajgcych gen Pinb po trawieniu
enzymami restrykcyjnymi. M - marker wielkosci 100 bp Plus; A — Pinb-D1a; B — Pinb-D1b;
C — Pinb-D1c; D — Pinb-D1d.



2.4.  Allelospecyficzny, multipleksowy PCR

Zastosowanie specyficznych starterow sensownych (Pinb SNP_ Bm_F — specyficzny dla
allelu Pinb-D1b, Pinb_SNP_Cm3_F — specyficzny dla allelu Pinb-D1lc, Pinb_ SNP_Dm_F —
specyficzny dla allelu Pinb-D1d) do jednego z trzech alleli, wspdlnego startera antysensownego
(Pinb_SNP_R) oraz startera sensownego kontrolnego (Pinb_CIl_F) pozwala na jednoczesne
zidentyfikowanie trzech alleli Pinb-D1b, Pinb-D1c oraz Pinb-D1d. Dtugo$¢ fragmentow gDNA dla
amplikonow amplifikowanych parg Pinb SNP Cm3 F iPinb_SNP_R wynosi 196 pz, dla
Pinb_SNP_Dm_F i Pinb_SNP_R wynosi 245 pz, dla Pinb_SNP_Bm_F i Pinb_SNP_R wynosi 239
pz, adlaPinb_CI_F i Pinb_SNP_R 469 pz (Tabela 1)(Rys. 5).

Tabela 1 Dtugosci amplifikowanych fragmentow DNA dla poszczegélnych par starterow
wybranych alleli genu Pinb. ! — lub inny allel niz Pinb-D1b, Pinb-D1c i Pinb-D1d.

Dlugo$¢ amplikonéw dla par starteréow
Allel genu
Pinb-D1 Pinb_SNP_Bm_F Pinb_SNP_Cm3_F Pinb_SNP_Dm_F Pinb_CI_F
i Pinb_SNP_R i Pinb_SNP_R i Pinb_SNP_R i Pinb_SNP_R
Pinb-D1b 239 pz brak amplikonu brak amplikonu 469 pz
Pinb-D1c brak amplikonu 196 pz brak amplikonu 469 pz
Pinb-D1d brak amplikonu brak amplikonu 245 pz 469 pz
Pinb-Dla : _ _
] brak amplikonu brak amplikonu brak amplikonu 469 pz
lub inny allel?
— — — — e | — — —
- . | — S —

M 1la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b 6a 6b 7a 7b 8a &b

Rysunek 5 Obraz po rozdziale elektroforetycznym allelospecyficznego, multipleksowowego PCR; a-—
reakcja | (reakcja ze starterami Pinb_SNP_Bm_F, Pinb_SNP_Cm3_F i Pinb_SNP_R));
b — reakcja Il (reakcja ze starterami Pinb_SNP_Dm_F, Pinb_CI_F i Pinb_SNP_R); M — marker wielkos$ci
DNA GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); 1 — Azzerati (Pinb-D1a); 2 — Slade
(Pinb-D1a); 3 — Anthus (Pinb-D1b); 4 — Finezja (Pinb-D1b); 5 — Ostroga (Pinb-D1c); 6 — Piko (Pinb-D1c);
7 — Artis (Pinb-D1d), 8 — Trend (Pinb-D1d).



3. Poznanie innych czynnikow genetycznych (czynniki transkrypcyjne)
i fenotypowych, ktore maja wplyw na ksztaltowanie twardoS$ci ziarniakow

pszenicy zwyczajnej.

Zaprezentowane wyniki calego spektrum analiz wykonano na szesnastu odmianach lub
liniach hodowlanych wybranych na podstawie réznic w twardosci ziarna w obrebie tego samego
allelu w warunkach polowej uprawy. Wybranymi odmianami dla allelu Pinb-D1a byty: Slade (HI:
12,14), Tybalt (HI: 56,84), Azzerati (HI: 33,86 ), Jane (HI: 27,87), Viscount (HI: 6,19); dla allelu
Pinb-D1b: Anthus (HI: 62,66), DO 2 (HI: 80,09) (linia hodowlana otrzymana z HR Strzelce),
Fidelius (HI: 59,45), Finezja (HI: 34,81); dla allelu Pinb-D1c: Tonacja (HI: 41,83), Ostroga (HI:
70,45), Piko (HI: 76,57); dla allelu Pinb-D1d: STR 5 (HI: 49,25), Muza (HI:39,85), Trend (HI:
81,52), KWS Ozon (HI: 56,29). Wytypowane odmiany byly uprawiane w warunkach S$cisle
kontrolowanych, tj. w komorze fitotronowej w celu zniwelowania wplywu odpornosci lub
podatnos$ci danej odmiany na warunki stresowe (biotyczne i abiotyczne) jakie moga wystgpowac

w uprawie poloweyj.

3.1 Analiza roznic fizjologicznych oraz fenotypowych potencjalnie
wplywajacych na twardo$¢ ziarna w wybranych odmianach i liniach
pszenicy zwyczajnej

3.1.1 Twardo$¢ ziarna wybranych pszenic uprawianych w warunkach fitotronowych

I polowych

Twardo$¢ ziarna w wytypowanych do przeprowadzenia badan szczegdétowych odmianach
I liniach hodowlanych podano wyzej. Na rysunku 6 przedstawiono zestawienie indeksu twardo$ci
tych pszenic uprawianych w warunkach fitotronowych w poréwnaniu z warunkami polowymi.
Indeks twardo$ci u wigkszosci genotypéw mial podobne wartos$ci lub nie rdéznil sie istotnie.
Natomiast w przypadku pigciu genotypéw (Tybalt, Viskount, Finezja, Tonacja

I Muza) zaobserwowano istotne statystycznie zmiany.
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Rysunek 6 Zestawienie twardosci ziarna pszenicy roznych odmian i linii hodowlanych pochodzacych
z uprawy fitotronowej (kolor zielony) oraz uprawy polowej (kolor pomaranczowy). * - réznice istotne
statystycznie p < 0,05. Stupki btedu przedstawiajg odchylenie standardowe.



3.1.2 Zawartos¢ bialka calkowitego w dojrzalych ziarniakach, pomiary wydajnoS$ci
fotosystemu II po adaptacji do ciemnosci, czas do zakwitnigcia oraz zawartos¢ bialek PIN
Procentowa zawarto$¢ biatka catkowitego oznaczana metodg Kjeldahla w dojrzatych
ziarniakach wytypowanych odmian i linii hodowlanych wynosita $rednio 18,75%. Najwyzsza
procentowa zawarto$¢ bialka zostala oznaczona w odmianie Fidelius (22,53%), a najnizsza
w odmianie Tonacja (15,81%). Pomiar wydajnosci fotosystemu II (PSII) po adaptacji do ciemnosci
wykonano w trzech punktach czasowych, tj. 14, 20 i 26 DAP. Skupiono si¢ na podstawowych
parametrach takich jak: fluorescencja zerowa (Fo), fluorescencja maksymalna (Fm), fluorescencja
zmienna (Fv) oraz maksymalna fotochemiczna wydajno$¢ PSII (Fv/Fm). Charakterystyczng
tendencja zaobserwowang w przypadku fluorescencji zerowej byt wzrost wartosci odnotowanych
parametrow wraz z dojrzewaniem ziarniakow. Jednak w wielu przypadkach, pomimo zauwazalnego
wzrostu w kolejnych punktach czasowych pomiardéw, sg to réznice nieistotne statystycznie (p <
0,05). Sredni wzrost warto$ci Fo miedzy 14 a 20 DAP wynosit 2,9%, a miedzy 14 a 26 DAP wyni6st
7,8%. Zostaly odnotowane istotne statystycznie roznice pomig¢dzy odmianami oraz liniami
hodowlanymi w poszczegdlnych punktach czasowych. W przypadku wigkszo$ci genotypoéw nie
zaobserwowano zwigzku pomig¢dzy fluorescencjg maksymalng (Fm) oraz fluorescencja zmienng (Fv)
aczasem dojrzewania ziarniakow. Ponadto, w wigkszosci przypadkow rdéznice w wartosci
badanych parametréw pomiedzy poszczegdlnymi dniami po pyleniu w obregbie jednego genotypu
sg roznicami nieistotnymi statystycznie. W wigkszosci genotypdéw zauwazalne jest nieznaczne
zmniejszanie maksymalnej fotochemicznej wydajnos¢ PSII (FvW/Fm) wraz z dojrzewaniem
ziarniakow, jednak najczgsciej sg to roznice nieistotne statystyczne.
Pomiar zawartosci biatek PIN oznaczano dwiema metodami tj. SDS-PAGE zgodnie z procedura
ekstrakcji wedtug Bettge i in. (1995) z modyfikacjami wprowadzonymi przez Chang i in. (2006)
oraz Dot-blot. Analiza SDS-PAGE wykazata, ze dysproporcje w zawartosci biatek PIN pomiedzy
genotypami z allelem dzikim, a genotypami z allelami zmutowanymi genu Pinb sg bardzo duze.
W przypadku migkkich odmian z allelem dzikim genu Pinb (Slade, Tybalt, Azzerrati, Jane oraz
Viscount) widoczne s3 duze rdéznice w zawartosci biatek PIN. Ze wzgledu na duzg zawartos¢
zarowno biatka PINA jak i PINB oraz niewielka roznicg w rozdzielczosci tych biatek na zelu
SDS-PAGE, niezasadne bylo przeprowadzanie pomiardéw densytometrycznych. W przypadku
réznic w odmianach i liniach hodowlanych z mutacja w genie Pinb zawartos¢ biatek PIN jest tak
niewielka, ze niemozliwa jest wizualna ocena ich zawartosci. Drugim sposobem oceny zawartos$ci
biatek PIN w badanych odmianach i liniach hodowlanych byto wykonanie testu Dot-blot. Na
rysunku 7 zostaty przedstawione reprezentatywne wyniki tego testu. Po pierwsze, zaobserwowano
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roéznice migdzy intesywnos$cig zabarwienia prob uzyskanych z ekstraktu przygotowanego zgodnie
z instrukcja producenta zestawu Durotest S (Rys. 7A) a probami uzyskanymi po ekstrackji biatek
PIN zgodnie z procedurg ekstrakcji wedtug Bettge i in. (1995) z modyfikacjami wprowadzonymi
przez Chang i in. (2006) (Rys. 7B). Drugim, badzo istotnym wynikiem sg zdecydowanie mniejsze
réznice w intesywno$ci zabarwienia prob migdzy odmianami z allelem typu dzikiego oraz
odminami i linniami hodowlnymi z mutacja w genie Pinb, wzgledem analizay SDS-PAGE.
Charakterystyczna jest rOwniez rdznica w intensywnosci zabarwienia w zaleznosci od sposobu
ekstrakcji biatka, ktrora jest szczegdlnie dobrze widoczna w przypadku odmiany Piko oraz linni
hodowlanej STR-5.

Na rysunku 8 przedstawiono rozklad czasu do zakwitnigcia (0 DAP) dla wszystkich badanych
genotypow. Badane odmiany i linie hodowlane znaczaco roznily si¢ czasem zakwitania. Nie
zaobserwowano zalezno$ci migdzy rodzajem allelu genu Pinb a szybkoscia zakwitania oraz mi¢dzy

twardos$cig a szybko$cig zakwitania.
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Rysunek 7 Skan membrany PVDF wykonanego testu Dot-blot. A— ekstrakt biatkowy przygotowany
zgodnie z instrukcja producenta zestawu Durotest S; B — ekstrakt biatkowy przygotowany zgodnie

z procedura ekstrakcji biatek PIN do SDS-PAGE wedtug Chang i in., (2006).
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Rysunek 8 Wykres pudetkowy przedstawiajacy liczbe dni od wysadzenia roslin do ziemi do zakwitnigcia
(0 DAP). Na wykresie przedstawiono wyniki dla pierwszych trzech ktosow w roslinach uprawianych
w warunkach fitotronowych w osmiu powtorzeniach biologicznych.

3.2 Analiza réznic genetycznych potencjalnie wplywajacych na twardos¢ ziarna
w wybranych odmianach i liniach pszenicy zwyczajnej
Sekwencje fragmentow promotorow genu Pina i Pinb.
Na podstawie sekwencjonowan metodg Sangera nie stwierdzono rdznic w obrebie sekwencji
promotorowej genu Pina o dlugosci 1448 pz, ani w sekwencji promotorowej genu Pinb o dtugosci

1501 pz w zadnym sposrod szesnastu analizowanych genotypow.

3.3 ldentyfikacja potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych wplywajacych
na ekspresje genéw Pin
3.3.1 Analiza in silico potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych

Analiza wykonana algorytmem MEME (ang. Multiple Em for Motif Elicitation) nie
pozwolita na wykrycie zadnych motywow wiazacych czynniki transkrypcyjne (ang. transcription
factors, TF) w sekwencjach promotorowych, ktore sg istotne statystycznie (warto$¢ E) zarowno dla

analizowanych sekwencji genu Pina jaki i Pinb.
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Na podstawie analizy algorytmem FIMO (ang. Find Individual Motif Occurences) zostalo
oznaczonych dwadzieScia sze$¢ czynnikow transkrypcyjnych potencjalnie wptywajacych na
ekspresje genu Pina (Rys. 9A) oraz szesnascie TF potencjalnie wptywajacych na ekspresje genu
Pinb (Rys. 9B). Cze$¢ oznaczonych TF zaréwno dla genu Pina jak iPinb wykazywata
powinowactwo do sekwencji promotorowej w wigcej niz jednym miejscu, a niektére TF zostaty
przyporzadkowane do wiecej niz jednej rodziny.

Przyrownano sekwencje nukleotydowe TF zidentyfikowane w analizie FIMO do sekwencji
referencyjnej genomu pszenicy zwyczajnej. W wyniku poréwnania zostato odrzuconych siedem
domniemanych TF (Traes_2AS_5C7B75BCS5, Traes 2AS C407071E4,
Traes 3AL_00OFAACDSD, Traes 4AL_99942CBEA, Traes 5DL_96F9EED93,
Traes_ 5DS_AACAZ2EBA3, Traes 6DL_D1C1DBD34 oraz Traes 2DL_EEF2E71FA), ktorych
sekwencje nie spelnialy odpowiednich wymogoéw dalszej analizy. Nastepnym etapem byto
wyszukanie podobnych sekwencji nukleotydowych oraz potencjalne poznanie funkcji genow
poprzez homologi¢ w innych gatunkach z rodziny Poaceae. Niestety pomimo podobienstwa
wynoszacego od 79% do 96% pomiedzy sekwencjami nukleotydowymi wytypowanych TF
z sekwencjami zdeponowanymi w bazach genomowych, analizy nie przyniosty spodziewanych

rezultatéw w postaci opisanych i poznanych gendéw z innych gatunkow roslin zbozowych.
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Rysunek 9 Mapa genetyczna sekwencji promotorowej i kodujacej genu Pina (A) i Pinb (B).

Prostokgtami zostaly schematycznie zaznaczone miejsca powinowactwa TF do sekwencji

Traes_4AS_0D75149B5 (MYB)

nukleotydowej. W przypadku, w ktorym TF byt przyporzadkowany do wielu rodzin TF informacja

ta zastata zaznaczona poprzez umieszczenie skrotu danej rodziny w nawiasie. W przypadku jasno
pomaranczowego koloru prostokata, sekwencja byla niekompletna lub zawierata duza liczbe

nukleotydow o duzej niepewnosci odczytu.
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3.3.2 Analiza ekspresji genow i potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych

W celu potwierdzenia ekspresji wytypowanych TF w analizie FIMO oraz stwierdzenia, czy
wystepowaty roznice w ekspresji pomiedzy stadiami 14 120 DAP oraz pomiedzy genami
homeologicznymi znajdujacymi si¢ na subgenomach A, B i D wykonano analiz¢ RNAseq. Material,
z ktérego ekstrahowano RNA stanowity dojrzewajace ziarniaki (14 i 20 DAP) z odmiany Azzerati.
W przypadku 4 genéw nie odnotowano ekspresji, pozostate 65 gendow ulegato ekspresji zarowno
w stadium 14 jak i 20 DAP.

W celu sprawdzenia profili ekspresji wytypowanych TFs w analizie bioinformatycznej oraz analizie
RNAseq, oraz ich korelacji z ekspresja genéw Pin wykonano szereg reakcji qPCR. Zaprojektowano
szesnascie par starterow. Zostaly wybrane trzy punkty czasowe w rozwoju ziarniakow,
odpowiednio 14, 20 i 26 DAP. Kryterium wyboru tych punktow czasowych stanowily wczesniejsze
doniesienia publikacyjne, w ktorych badano profile ekspresji genow Pin lub poziom biatek PIN
(Amoroso i in., 2004; Gasparis i in., 2011; Gautier i in., 1994; Nirmal i in., 2016). Ponadto, zostata
wykonana analiza majaca na celu sprawdzenie poziomu transkryptdéw w wyzej wymienionych
punktach czasowych dla genéw SPA (ang. Storage Protein Activator), ktorych powigzanie
z twardoscia ziarna pszenicy udowodniono we wczesniejszych badaniach (Eagles i in., 2012; Ravel
i in., 2009; Yadawad i in., 2018).

W wigkszo$ci analizowanych odmian i linii hodowlanych najwyzsza ekspresja genu Pina
obserwowana byta w 20 DAP. Wyjatek stanowity odmiany o ziarnie twardym Fidelius oraz KWS
Ozon. W przypadku odmiany Fidelius poziom ekspresji jest podobny w kazdym z obserwowanych
punktow czasowych rozwoju ziarna. W przypadku odmiany KWS Ozon 26 DAP byt dniem
z odnotowang najwyzsza S$rednig ekspresja genu Pina. Warte odnotowana jest rowniez duze
zroznicowanie w poziomie ekspresji genu Pina w obrebie analizowanych odmian i linii
hodowlanych, niezaleznie od wystepujacej mutacji w genie Pinb (Rys. 10A). W przypadku genu
Pinb, nie ma jednego dominujacego dnia w rozwoju ziarniakow, w ktérym $rednia ekspresja byta
najwyzsza we wszystkich badanych odmianach. Zostaly zaobserwowane dwa dominujace rodzaje
wzoréw ekspresji: pierwszy, czgSciej wystepujacy, zaobserwowany w dziewieciu odmianach
i liniach hodowlanych, w ktorym maksymalny poziom ekspresji przypada na 14 DAP iwraz
z kolejnymi analizowanymi dniami po pyleniu stopniowo si¢ zmniejsza. Wyjatek stanowi odmiana
KWS Ozon, w ktérej drugim punktem czasowym z najwyzsza Srednig ekspresja jest 26 DAP. Drugi
rodzaj wzoru ekspresji, w ktérym najwyzszy $redni poziom ekspresji zostat oznaczony w 20 DAP,
anajnizszy $redni poziom ekspresji zostal oznaczony w 26 DAP zaobserwowany w siedmiu

odmianach (Rys. 10B). Istotne statystycznie réznice w poziomie ekspresji wystepowaty zarowno
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pomiedzy poszczegdlnymi dniami po pyleniu w obrebie jednego genotypu, jak rowniez pomigdzy

poszczegolnymi genotypami dla danego dnia po pyleniu.
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Rysunek 10 Znormalizowany poziom ekspresji genow Pina (A) i Pinb (B) analizowany w trzech
punktach czasowych dojrzewajacych ziarniakoéw szesnastu odmian. Kolor zielony — 14 DAP, kolor
z6tty — 20 DAP, kolor pomaranczowy — 26 DAP. Kolejne litery alfabetu naniesione na wykres
odzwierciedlajg istotne statystycznie réznice (p < 0,05) w ekspresji genéow Pin pomi¢dzy dniami po
pyleniu w obrebie jednej odmiany lub linii hodowlanej. Stupki btedu przedstawiajg btad standardowy.

Poziom ekspresji analizowanych, potencjalnych TF byl zréznicowany pomig¢dzy analizowanymi

genotypami oraz poszczegdlnymi badanymi punktami czasowymi. W nielicznych przypadkach

zostaly  zaprojektowane

startery umozliwiajace

rozrdéznienie

gendéw homeologicznych.

W przypadku jedenastu potencjalnych TF nie sprawdzono ekspresji z powodu braku mozliwosci

zaprojektowania starterow, braku ekspresji tych genéw w analizie RNAseq lub powstawaniu wielu

niespecyficznych produktéw w PCR.

Ostatnig grupa genow, dla ktérych wykonywano analize wzoru ekspresji byly geny SPA-A, SPA-B

oraz SPA-D. Wspolna cecha wszystkich trzech analizowanych TF byla stosunkowo duza réznica

W poziomie ekspresji pomigdzy powtdrzeniami biologicznymi. Najwyzszg liczbg transkryptow,
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sposroéd analizowanych czynnikow transkrypcyjnych SPA charakteryzowat si¢ gen SPA-A,
a najnizsza SPA-D.

3.4 Korelacje

We wszystkich analizowanych uktadach, ze wzgledu na brak rozktadu normalnego obu lub
jednej analizowanej cechy, zostata wykonana korelacja rang Spearmana. Analize¢ rozpocz¢to od
korelacji twardo$ci ziarna mierzonej metodg SKCS ze znormalizowang ekspresjg gendéw Pin
w poszczegolnych punktach czasowych, jak rowniez z podziatem na wystepujacy allel Pinb oraz
bez podziatu dla wszystkich analizowanych odmian i linii hodowlanych. W przypadku analizy bez
podziatu, jedynym istotnie statystycznym wynikiem jest negatywna korelacja znormalizowanej
ekspresji genu Pina w 20 DAP z twardoscig i wynosi odpowiednio -0,39. Bardzo silne korelacje
negatywne mig¢dzy ekspresja genow Pina, a twardoscig wystapity pomiedzy genotypami z allelem
Pinb-D1d i wynoszg odpowiednio dla: Pina w 14 DAP —-0,84; Pina w 20 DAP —-0,95, a dla Pinb
w 14 i 20 DAP —-0,84. Pozytywne, istotne statystycznie (p < 0,05) korelacje wystapity pomigdzy
grupg genotypow z allelem typu dzikiego oraz Pinb-D1c w 26 DAP i wyniosty odpowiednio 0,56
oraz 0,52. Dla grupy genotypow z allelem Pinb-D1b pozytywna korelacje pomiedzy twardoscia
i ekspresjg genu Pinb odnotowano w 20 DAP i wynosita 0,65 a negatywna, wynoszaca -0,73 26
DAP.

Kolejnym etapem analizy byta korelacja ekspresji genow Pin oraz czynnikow transkrypcyjnych
SPA dla analizowanych punktow czasowych. Wszystkie korelacje pomiedzy Pina oraz Pinb dla
poszczegbdlnych punktow czasowych sg dodatnie 1 istotne statystyczne. Najwyzszy wspodlczynnik
korelacji wynoszacy 0,97 zostat oznaczony w 14 DAP, a najnizszy wynoszacy 0,78 w 26 DAP.
W przypadku czynnikéw transkrypcyjnych SPA wyniki korelacji z genami Pin nie sg juz tak
wysokie, nie mniej jednak wszystkie istotne statystycznie (p < 0,05) korelacje sg dodatnie. Dla genu
SPA-A wszystkie oznaczone korelacje sg istotne statystycznie (p < 0,05) i sag w zakresie od 0,36 dla
korelacji miedzy ekspresja genu Pinb i SPA-A w 14 DAP do 0,55 dla korelacji pomig¢dzy ekspresja
genu Pinb i SPA-A w 26 DAP. W przypadku czynnika transkrypcyjnego SPA-B zostata oznaczona
jedna, istotna statystycznie (p < 0,05) korelacja z genem Pina w 14 DAP i wynosita 0,51. W
przypadku pozostatych punktow czasowych nie byto korelacji istotnych statystycznie. Do istotnych
statystycznie (p < 0,05) zalicza si¢ korelacja pomiedzy genem SPA-D a genem Pina w 14 DAP,
ktora wynosi 0,37 oraz w 26 DAP wynoszaca 0,46 oraz genem Pinb w 26 DAP wynoszacg 0,45.

Zaobserwowano dodatnig korelacj¢ pomigdzy ekspresja Traes_1AL_A9FB6BF52 oraz ekspresja
genu Pina we wszystkich analizowanych punktach czasowych. W przypadku pozostatych punktow
czasowych korelacja wahata si¢ od 0,47 dla genu Pinaw 26 DAP do 0,67 w 14 DAP dla genu Pinb.
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Czynnik transkrypcyjny Traes_2BL_EBAT73F94F istotnie statystycznie korelowatl w 14 i 20 DAP
zarowno z genem Pina (odpowiednio 0,52 i 0,45), jak i Pinb (0,45 oraz 0,77). W przypadku
czynnikow transkrypcyjnych Traes 2BL_B397F2CE3 i Traes 5BL_632EBADQ9 odnotowano
pojedyncze istotne statystycznie korelacje (Tabela 12). W przypadku korelacji miedzy ekspresja
genu Pina oraz ekspresja wytypowanych TF, dwoma wyrdzniajacymi si¢ TF sag
Traes_4AL_A02408BC8 oraz Traes_7AL_EAG6FAFFDE. Dla tych dwéch TF zostaly oznaczone
istotne statystycznie (p < 0,05) korelacje w przedziale od 0,32 do 0,55 we wszystkich punktach
czasowych. Dla Traes_3AL_12B53AB09 oznaczono korelacje dla dwoch punktow czasowych 14
i 20 DAP réwng odpowiednio 0,37 oraz 0,52. Jedynym czynnikiem transkrypcyjnym, ktorego
poziom ekspresji koreluje istotnie statystycznie z poziomem ekspresji genu Pinb we wszystkich
analizowanych punktach czasowych jest Traes 4AS_0D75149B5 i s3 to korelacje w przedziale od
0,37 do 0,60. Dla dwoch TF: TraesCS2B02G436100 oraz TraesCS2D02G414300 nie
zaobserwowano, istotnych statystycznie korelacji. W przypadku TF Traes_ 6AS_70AD4B0D5,
Traes 6DL_410C5CD3B oraz Traes_6DL_DD82BD107 zostaly oznaczone istotne statystycznie
korelacje w stadium 20 DAP i wynosity odpowiednio 0,63, 0,52 oraz 0,64.

Wykonano réwniez analiz¢ korelacji rang Spearmana pomigdzy ekspresja gendéw Pin
a niektorymi parametrami wydajnosci fotosystemu II po adaptacji do ciemnos$ci (Fo, Fm, Fv oraz
Fv/Fm) oraz pomiedzy ekspresja genow Pin a zawartoscig biatka catkowitego oznaczong metoda
Kjeldahla, ale nie odnotowano istotnych statystycznie wynikow. W przypadku ekspresji genéw Pin
a zawartoscig catkowita chlorofili zostala zaobserwowana istotna statystycznie korelacja pomiedzy
ekspresjg genu Pina a stezeniem chlorofili w 14 DAP , ktora wynosita 0,61. W pozostatych punktach
czasowych nie stwierdzono istotnej statystycznie korelacji.
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Podsumowanie i wnioskKi:

Wsrdd  analizowanych  wspotczesnych odmian 1 linii hodowlanych oraz odmian
miejscowych nie wystepuje zmienno$¢ genetyczna w obrgbie genu Pina. Wszystkie badane
genotypy posiadaly allel typu dzikiego, Pina-D1a.

Zmiennos$¢ genu Pinb dla populacji pszenicy zwyczajnej uprawianej i hodowanej w Polsce
ograniczona jest jedynie do pigciu alleli. W obrebie wspolczesnych odmian i linii
hodowlanych oznaczono allele: Pinb-Dla, Pinb-D1b, Pinb-D1c oraz Pinb-D1d.
W odmianach miejscowych stwierdzono wystepowanie alleli: Pinb-D1a, Pinb-D1b, Pinb-
D1c oraz unikalnego dla europejskiej populacji pszenicy zwyczajnej Pinb-D1g.
Czynnikiem genetycznym o najwigkszym wptywie na twardo$¢ ziarna pszenicy jest
obecnos¢ mutacji w genie Pinb.

Zoptymalizowano metode genotypowania alleli Pinb z wykorzystaniem endonukleazy
CEL I, pozwalajacg na jednoznaczne 0znaczenie dowolnego allelu genu Pinb.

Opracowano metode allelospecyficznego, multipleksowego PCR. Dzigki tej metodzie
mozliwe jest oznaczenie trzech alleli z mutacjami wystgpujacymi w pszenicy zwyczajnej
uprawianej i hodowanej na terenie Polski.

Zostala potwierdzona teza o wplywie Srodowiska na twardo$¢ ziarna pszenicy, jednak nie
jest to wplyw jednoznaczny i fatwy do przewidzenia, a kazdy genotyp reaguje w swoisty
Sposob.

Czynnikiem bezposrednio wplywajacym na twardo$¢ ziarna pszenicy nie jest sumaryczny
poziom ekspresji genow Pin, ale wzajemny stosunek ekspresji genu Pina do Pinb oraz
wysoki poziom ekspresji genéw Pin na wczesnym etapie rozwoju ziarniaka.

Na twardo$¢ ma wplyw nie tylko zawarto$¢ biatek PIN w ziarniaku, ale przede wszystkim
lokalizacja tych bialek w bielmie.

Poziom ekspresji genow Pin zalezny jest od genotypu, ale nie wynika z roznic
w obrebie sekwencji promotorowych genow Pin.

Analiza FIMO pozwolita na identyfikacj¢ potencjalnych TF, ktoérych ekspresja byta
pozytywnie skorelowana z ekspresja genéw Pin, przy czym ich rola

w regulacji ekspresji tych genéw wymaga eksperymentalnego potwierdzenia.
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