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STRESZCZENIE

Ziarno pszenicy zwyczajnej odgrywa wazng role w zapewnieniu podstaw wyzywienia
na catym swiecie. Znaczny wzrost konsumpcji oraz zmiany klimatu wskazujg na potrzebe
otrzymywania nowych odmian zb6z, o wyzszym potencjale plonotwdérczym. Rozwdj
zaawansowanej biotechnologii oraz biologii molekularnej pozwala poznac¢ role genow
gtownych, ktére w sposéb istotny wptywajg na potencjat plonotworczy i system korzeniowy
roslin pszenicy i innych zbdz. Sg to miedzy innymi geny biorgce udziat w regulacji zawartosci
cytokininy w roslinie, tj. geny z rodziny TaCKX. Cytokinina jest jednym z gtownych
fitohormonéw, ktoéry odpowiada za regulacje wielu proceséw rozwojowych, w tym za cechy
plonotworcze. Geny TaCKX kodujg enzym oksydaze/dehydrogenaze cytokininy (CKX), ktéry
bierze udziat w nieodwracalnej reakcji rozktadu cytokininy. Zarowno poziom ekspres;ji
poszczegodlnych gendw CKX, jak rowniez aktywnos¢ kodowanego przez nie enzymu jest
tkankowo-specyficzna. Wykazalismy, ze wzor ekspresji tych gendw w rozwijajgcych sie
organach moze wskazywac na ich role we wzroscie i rozwoju generatywnym, co umozliwia
wybor tych, ktére odgrywajg istotng role w produktywnosci. Innym waznym genem zwigzanym
z produktywnoscig jest TaNAC2-5A, kodujgcy jeden z czynnikow transkrypcyjnych NAC.
W naszych badaniach stwierdzono silng korelacje pomiedzy ekspresjg genu TaNAC2-5A oraz
ekspresjg niektérych gendw TaCKX w korzeniach siewek oraz dojrzewajgcych ktosach, co
moze swiadczy¢ o silnej koregulacji tych gendéw. Celem pracy byto wyznaczenie znacznikdéw
molekularno-biochemicznych korelujgcych z gospodarkg cytokininy i potencjatem
plonotwdérczym pszenicy, a takze uzycie ich do identyfikacji i selekcji form pszenicy
0 podwyzszonej produktywnosci.

W pierwszym etapie badan sprawdzono ekspresje 15 wczesniej opisanych
w literaturze genéw TaCKX. Stwierdzono, iz sg one tkankowo- i rozwojowo-specyficzne.
Zgodnie z wzorem ekspresji podzielono je na 4 grupy: 1) TaCKX4, TaCKX5 i TaCKX10
(obecnie 9) byly wysoce specyficzne dla lisci; 2) TaCKX6 (obecnie 3), TaCKX11 (obecnie 8)
i TaCKX3 (obecnie 11), w ktorych ekspresja wyrazana byta na réznych poziomach we
wszystkich badanych tkankach; 3) TaCKX1, TaCKX2.3 (obecnie 2.1), TaCKX2.2 (obecnie
2.2.2), TaCKX2.1 (obecnie 2.2.1), TaCKX2.4 i TaCKX2.5 byly specyficzne dla rozwijajgcych
sie ktoséw i kwiatostanow; 4) TaCKX7, TaCKX8 i TaCKX9 (obecnie 10), byly wysoce
specyficzne dla korzeni. W oparciu o analize transkryptéw oraz biatek kodowanych przez
poszczegdlne geny TaCKX, zaproponowaliSmy nowg numeracje i ograniczylismy ich liczbe do
11. Wykazalismy takze, iz grupy tych genéw wykazujg silng korelacje w obrebie danego
organu jak i pomiedzy nimi. WskazaliSmy na te geny z rodziny TaCKX, ktére mogg odgrywac
kluczowa role w determinacji cech plonotworczych.
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W drugim etapie badan poréwnano wzory ekspresji i koekspresje pomiedzy genami
TaCKX i TaNAC2-5A w 60 odmianach i liniach uprawnych pszenicy rosnhgcych
w kontrolowanych warunkach i na polu. Wykazano bardzo duze zréznicowanie miedzy
poziomami ekspresji poszczegolnych genéw TaCKX wsrdéd genotypow hodowlanych, co
korelowato z cechami plonotwoérczymi i predysponuje uzycie tego miernika do prowadzenia
selekcji. Zaréwno te rdznice jak i analizy korelacji pomiedzy poziomem ekspresji genow
w obydwu Srodowiskach oraz cechami plonotworczymi wskazywaty na zréznicowang regulacje
zalezng od srodowiska. W przypadku czesci badanych gendw nie stwierdzono istotnych réznic
w poziomie ekspresji w zaleznosci od warunkéw uprawy. Umozliwia to wykorzystanie pomiaru
ekspresji w ktosach z fitotronu i uzycie go jako miernika potencjatu produktywnosci
w warunkach polowych. Niektére z badanych genéw ulegaty ko-ekspresji z innymi zaréwno
w ktosach z pola jak i z fitotronu. Wykazano rowniez korelacje miedzy poziomem ekspresji
wybranych gendéw z rodziny TaCKX oraz TaNAC2-5A dla korzenia siewek a cechami
fenotypowymi czesci nadziemnej rosliny.

W kolejnych badaniach poréwnano wzory ekspresji genow z rodziny TaCKX i TaNAC2-
5A (dla ktoséw 7 DAP i korzeni siewek) oraz cechy plonotwoércze pomiedzy rodzicami a ich
pokoleniem segregujgcym F2 po krzyzowaniu wzajemnym. Wykazalismy koregulacje ekspresji
niektorych par gendéw albo grup gendéw z rodziny TaCKX, a takze regulacje przeciwstawna.
Stwierdzilismy, iz w pokoleniu F, wzor poziomu ekspresji niektorych genoéw oraz cecha
produktywnosci pochodzg od ojca. PrzedstawiliSmy modele regulacji ekspresji genéw TaCKX
i cech plonotworczych w F» dla niskoplonujgcego komponentu matecznego krzyzowanego
z wysokoplonujgcym komponentem ojcowskim. WykazaliSmy specyficzne korelacje w F»
pomiedzy pojedynczymi cechami plonotworczymi a poziomem ekspresji genow TaCKX
i TaNAC2-5A. Na przyktad gen TaCKX2.1 w kiosach dodatnio korelowat z liczbg kloséw, ich
dtugoscia, liczbg ziaren, a takze masg korzeni siewek, za$ geny TaCKX1 i TaNAC2-5A
w korzeniu ujemnie korelowaty z w/w cechami plonotwérczymi. Wzory ekspresji genéw TaCKX
oraz TaNAC2-5A dla ktosow 7 DAP i korzeni siewek, a takze cechy plonotworcze
w pokoleniu F2 wskazywaly na imprinting ojcowski.

ABSTRACT

Common wheat grains play an important role in providing the basis of food throughout
the world. A significant increase in consumption and climate change indicate the need to obtain
new varieties of cereals with a higher yield potential. The development of advanced
biotechnology and molecular biology allows us to learn the role of the main genes that
significantly affect the yield potential and root system of wheat and other cereal plants. These
include genes involved in the regulation of cytokinin content in the plant, i.e., genes from the
TaCKX family. Cytokinin is one of the main phytohormones responsible for the regulation of
many developmental processes, including yield traits. The cytokinin oxidase/dehydrogenase
(CKX) enzyme, which is involved in the irreversible cytokinin degradation, plays an important
role in the regulation of this hormone in plants. Both, the level of expression of individual CKX
genes and the activity of the enzyme encoded by them are tissue-specific. The expression
pattern of these genes in developing organs has been shown to indicate their role in growth
and generative development, allowing the selection of those that night play an important role
in productivity. Another important gene related to productivity is TaNAC2-5A, which encodes
one of the NAC transcription factors. In our study, a strong correlation was found between the
expression of the TaNAC2-5A and the expression of some TaCKX genes in seedling roots and
maturing spikes, indicating a strong co-regulation of these genes.



The purpose of the work was to determine molecular and biochemical markers
correlated with wheat cytokinin metabolism and yield potential and to use them to identify and
select wheat genotypes with increased productivity.

In the first stage of the investigation, the expression of 15 TaCKX genes previously
described in the literature was checked. They were found to be tissue and developmentally-
specific. According to the expression pattern, they were divided into 4 groups: 1) TaCKX4,
TaCKX5 and TaCKX10 (now 9) were highly leaf specific; 2) TaCKX6 (now 3), TaCKX11 (now
8) and TaCKX3 (now 11) expressed at different levels in all tissues tested; 3) TaCKX1,
TaCKX2.3 (currently 2.1), TaCKX2.2 (currently 2.2.2), TaCKX2.1 (currently 2.2.1), TaCKX2.4
and TaCKX2.5 were specific to developing spikes and inflorescences; 4) TaCKX7, TaCKX8
(currently 6)? and TaCKX9 (currently 10), highly specific to roots. Based on the analysis of
transcripts and proteins encoded by individual TaCKX genes, we proposed a new numbering
of genes and limited their number to 11. We also demonstrate that groups of these genes
showed a strong correlation within and between organs. Genes from the TaCKX family that
may play a key role in determining yield-relating traits were indicated.

In another publication we compared expression patterns and coexpression between
the TaCKX and TaNAC2-5A genes were compared in 60 wheat breeding genotypes grown
under controlled conditions and in the field. A very large variation was shown in the levels of
expression of individual TaCKX genes between them, which was correlated with yield-related
traits and allowed the use of this marker for selection. Differences in the expression levels of
some TaCKX genes were also observed between the plants grown in growth chamber and the
field. Both these differences and subsequent analyzes of correlations between the level of
gene expression in both environments and yield-related traits indicated environment-
dependent regulation. In the case of some of the genes studied, no significant differences in
the level of expression depended on the cultivation conditions were found. This allows the level
of expression of selected genes to be applied as a marker of productivity under both conditions.
Some of the genes studied were co-expressed with others in both environments. Correlations
were presented between the level of genes relative expression of tested in seedling roots and
the aboveground part of the plant.

In the next research, the levels of expression of the TaCKX family genes and
TaNAC2-5A in 7 DAP spikes and seedling roots, as well as yield characteristics between the
parents and their F, segregating generation of reciprocal crosses were compared. We have
demonstrated co-regulation of expression of some pairs or groups of genes from the TaCKX
family, as well as opposing regulation. We found that in the F, generation, the gene expression
pattern and the productivity trait came from the father. We presented models of regulation of
TaCKX gene expression and vyield trait in F, for a low-yielding maternal component crossed
with a high-yielding paternal component. Both traits were inherited according to the paternal
component. We showed specific correlations in F2 between individual, yield-related traits and
the level of expression of the TaCKX and TaNAC2-5A genes. For example, the TaCKX2.1
gene in spikes was positively correlated with the number of spikes, their length, number of
grains, and seedling root weight, while the TaCKX1 or TaNAC2-5A genes in the root negatively
correlated with the above-mentioned yield traits. The level of expression of TaCKX and
TaNAC2-5A genes for 7 DAP spikes and seedling roots, as well as yield trait in the F»
generation, indicated paternal imprinting.
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