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Celem zadania w roku 2014 bylo przygotowanie technik i materialu badawczego, ktore umozliwiag
W kolejnych latach weryfikacje zalozonej na podstawie wcze$niejszych badan hipotezy badawczej.
Zaktada ona, ze ekspresja gendw z rodziny TaCKX wystepujaca w rozwijajacych sie ktosach i/lub
systemie korzeniowym wskazuje na potencjal plonotworczy i/lub mase systemu korzeniowego.
W ramach przygotowania technik opracowano i wybrano najlepsze techniki genotypowania
poszczegdlnych genéw TaCKX. Przygotowanie materiatu badawczego polegato na wyborze i kolekcji
r6znych populacji blisko spokrewnionych genotypow pszenicy o zréznicowanym plonowaniu.
Materialy i metody:

Analizie bioinformatycznej poddano 32 sekwencje genow TaCKX zidentyfikowanych w bazie
sekwencji NCBI Nukleotide. Sekwencje zostaly porownane wzajemnie przy pomocy algorytmu
BLAST oraz ClustalwW. W oparciu o sekwencje o numerach akcesyjnych JN128583 i JN128584
zidentyfikowanych jako TaCKX1 i TaCKX2, zaprojektowano specyficzne startery amplifikujace
produkty o dtugosci 188 i 182 nukleotydow.

W oparciu o dane literaturowe wytypowano do badan 4 geny referencyjne. Materialem badawczym
byly trzy polskie odmiany pszenicy zwyczajnej: Ostka Smolicka, Torka i Brawura. Rosliny rosly
w kontrolowanych stabilnych warunkach w komorze fitotronowe;j.

RNA izolowano z korzeni 5-dniowej siewki, mtodego w pelni rozwinigtego liscia, niedojrzatych
kwiatostanow w dwoch stadiach rozwojowych i rozwijajacych si¢ ktoséw: w dniu zapylenia, oraz po
71 14 dniach od zapylenia (DAP). Kazda odmiane¢ reprezentowaly trzy powtorzenia biologiczne.
Wstepny potilosciowy PCR wykonano dla wszystkich zaprojektowanych par starterow. Jako matrycy
uzywano cDNA zsyntetyzowanego na matrycy RNA wyizolowanego z korzenia, li§cia i ktosa 7 DAP.
Analizg ilo$ciowego RT-PCR (qRT-PCR) wszystkich badanych materiatow prowadzono w obecno$ci
barwnika EvaGreen. Wzgledny poziom ekspresji genow TaCKX1 i TaCKX2 okreslano przy pomocy
metody AACt w stosunku do wybranego genu referencyjnego.

Wykonano sekwencjonowanie fragmentu genu TaCKX2 i otrzymane wyniki poddano analizie
bioinformatycznej w celu sprawdzenia ich poprawnosci i stopnia podobienstwa z sekwencjami
zdeponowanymi w bazie NCBI.

Na podstawie danych literaturowych i konsultacji z hodowcami, do dalszych badan wytypowano
i pozyskano linie z dwoch populacji mapujacych oraz linie hodowlane z dwoch polskich hodowli
(Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR i Hodowla Roslin Danko, Sp. z 0.0.).

Wyniki i dyskusja:

W bazach sekwencji nukleotydowych NCBI Nukleotide zidentyfikowano ftacznie 32 rekordy
zawierajace pelng lub czgsciowa sekwencje genow CKX. Byty to zarowno sekwencje genomowe jak
i MRNA. Siedem z nich opisano, jako TaCKX1 a 11 jako TaCKX2. Poszczegoélne sekwencje
poréwnane zostaty przy pomocy algorytmu megaBLAST. Sekwencje dwoch analizowanych genow
wyraznie r6znig si¢ od siebie poza podobienstwem domeny wigzacej kofaktor FAD.

Do ilo$ciowej analizy ekspresji badanych genow konieczne byto wytypowanie genu referencyjnego.
Zostal on wybrany sposrod czterech genow referencyjnych wytypowanych na podstawie literatury
| przetestowanych na naszym materiale badawczym. Ilosciowa analize ekspresji genow TaCKX
poprzedzity testowe reakcje poéhilosciowe, ktoére mialy za zadanie zweryfikowaé poprawnosc
zaprojektowanych starterow i wytypowac tkanki, w ktorych zachodzi najwyzsza ekspresja badanych
genow. llosciowa analiza ekspresji badanych genéw w réznych organach i tkankach rosngcych roslin
pszenicy wykazala, ze profile ekspresji tych genéw sa bardzo podobne. Wysoka ekspresje
obserwowano w czasie rozwoju klosa, niska w korzeniu i praktycznie brak ekspresji w pozostatych
tkankach. Taki profil ekspresji, zgodnie z nasza hipotezg moze sugerowac, ze obydwa geny odgrywaja
istotng role w produktywnoséci pszenicy. Poziom ekspresji genu TaCKX2 byt o 10° wyzszy niz
TaCKX1, co moze wplywac na skale oddziatywania na kontrolowang ceche.

W ramach realizacji zadania zgromadzono réwniez kolekcje 116 genotypow pszenicy. W sktad
kolekcji wchodzg wybrane linie z dwoch populacji mapujacych oraz materialy wytypowane przez
polskich hodowcow. Zgromadzone materialy sg blisko spokrewnione ale r6znig si¢ produktywnoscia.
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Profile ekspresji wybranych do badan genow TaCKX wskazuja, ze moga one by¢ uzyte do weryfikacji
postawionej przez nas hipotezy. Nastepny etap badan bgdzie wymagat okreslenia czy istnieje korelacja
pomigdzy poziomem transkrypcji gendw ulegajacych wysokiej ekspresji w rozwijajacych sig
ziarniakach i produktywnos$cig. Do realizacji tego zadania zgromadzono populacje genotypow
0 zblizonym tle genetycznym ale r6znigce si¢ produktywnoscia.

Whioski:

1.

Sekwencje genow TaCKX1 i TaCKX2 nie wykazuja homologii poza regionem zawierajacym
domeng wiazaca kofaktor FAD. Analiza bioinformatyczna umozliwita wybor specyficznych
starterow do analiz ekspresji tych genow.

Sposrod czterech testowanych gendéw referencyjnych tylko jeden ulegal ekspresji we wszystkich
analizowanych tkankach i zostal wybrany do dalszych badan.

Reakcje potilosciowe ekspresji genow TaCKX umozliwity zweryfikowanie poprawnosci
zaprojektowanych starteréw i wytypowanie tkanek, w ktorych zachodzi najwyzsza ekspresja
badanych genow.

Pomiar wzglednego poziomu ekspresji w okreslonych tkankach byt mozliwy jedynie za pomoca
ilosciowego RT-PCR (qRT-PCR).

Ekspresja genow TaCKX1 i TaCKX2 wzrastata w czasie rozwoju ktosa miedzy 0 a 14 DAP,
W zwigzku z tym moga one bra¢ udzial w regulacji stgzenia cytokinin w rozwijajacych sie
ziarniakach.

Zgodnie z zatozong hipotezg wyznaczony wzor ekspresji genow TaCKX1 i TaCKX2 w roéznych
organach 1 tkankach rozwijajacych sie roslin pszenicy moze wskazywaé na ich role
w produktywno$ci.

Bardzo duze roznice w poziomie ekspresji genéw TaCKX2 i TaCKX1 w rozwijajacych si¢
ziarniakach moga wptywaé na istotno$¢ zmian zwiagzanych z produktywnoscia.

Zgromadzone populacje umozliwig wyznaczenie korelacji pomiedzy poziomem ekspresji genow
TaCKX a produktywnos$cig i masag korzenia.



