Nr zadania:

9

SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE
z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2022 roku

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytut zadania:
Precyzyjna fenomika, telemetria modulowanej fluorescencji i temperatury roslin dla
modelowania, optymalizacji i przyspieszenia procesu hodowli zyta (Secale cereale L.)

Numer zadania: 9

(w zatgczniku nr 8 do rozporzgdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie
stawek dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotéw wykonujgcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. z
2015r., poz. 1170 z péZn. zm.))

Planowany okres realizacji zadania: 2022 r.

Planowane nakfady w zt: 199 200

B. DANE WNIOSKODAWCY

Imie i nazwisko osoby reprezentujgcej jednostke badawczg, (tytut lub stopien naukowy, stanowisko, nazwa
i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Prorektor ds. Nauki

Prof. dr hab. inz. Tomasz Okruszko

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

ul. Nowoursynowska 166

02-787 Warszawa

tel.: 22 59 310 13, fax.: 22 59 310 53

e-mail: prorektor_nauka@sggw.pl
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C. INFORMACJA O WYKONAWCACH
1. Zespd6t badawczy

kierownik zadania

imie i nazwisko

stopien i tytut naukowy

miejsce zatrudnienia

Stanistaw Karpinski

prof. dr hab.

SGGW, Katedra Genetyki Hodowli i
Biotechnologii Roslin, Instytut
Biologii

wykonawcy zadania

imie i nazwisko

stopien i tytut naukowy

miejsce zatrudnienia

Anna Rusaczonek

dr

SGGW, Katedra Botaniki, Instytut
Biologii

Weronika Czarnocka

dr

SGGW, Katedra Botaniki, Instytut
Biologii

Pawet Burdiak

dr

SGGW, Katedra Genetyki Hodowli i
Biotechnologii Roslin, Instytut
Biologii

Joanna Dgbrowska-Bronk

dr

SGGW, Katedra Fizjologii Roslin,
Instytut Biologii

Jarostaw Bojarczuk

dr

Hodowla Roslin Smolice Sp. z o.0.
Grupa IHAR

Piotr Gawronski

dr

SGGW, Katedra Genetyki Hodowli i
Biotechnologii Roslin, Instytut
Biologii

Damian Witon

dr

SGGW, Katedra Genetyki Hodowli i
Biotechnologii Roslin, Instytut
Biologii

Aleksandra Stec

mgr

SGGW, Katedra Genetyki Hodowli i
Biotechnologii Roslin, Instytut
Biologii

2. Kierownik zadania (imie, nazwisko, tytut lub stopier naukowy, adres do korespondencji, telefon bezposredni i
do sekretariatu jednostki organizacyjnej zatrudniajqcej kierownika zadania, e-mail kierownika; telefon do oraz
dane osoby, z ktérg mozna sie kontaktowac w razie nieobecnosci kierownika zadania)

Prof. Stanistaw Karpinski

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Katedra Genetyki Hodowli i Biotechnologii Ros$lin

Instytut Biologii

ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
tel. 22 59 321 51 (sekretariat), 22 59 321 72 (bezposredni)

fax 22 59 32152

e-mail: stanistaw_karpinski@sggw.edu.pl
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Dane osoby do kontaktu w razie nieobecnosci kierownika zadania:
Aleksandra Stec

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Katedra Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin

Instytut Biologii

ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa

tel. 22 59 321 81

e-mail: aleksandra_stec@sggw.edu.pl pl
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D. OPIS ZADANIA

1. Obecny stan wiedzy w tematyce objetej zadaniem (max. 1 strona A4)
W ramach realizowanego zadania badawczego projektu NCBiR CROPTECH zostat zaprojektowany
zrobotyzowany, samojezdny system do pomiaru modulowanej fluorescencji i temperatury lisci roslin rosngcych
w warunkach polowych. System wraz z autorskimi programami do analizy danych zostat zaprojektowany w celu
oceny potencjatu plonotwérczego, odpornosci roslin uprawnych na stresy srodowiskowe (tj. susza, mroz,
odpornosc¢ na choroby etc.) we wczesnej fazie wzrostu w celu wykorzystania metod teledetekcyjnych i
autorskich algorytmoéw dla przyspieszenia i zoptymalizowania procesu hodowli nowych odmian zbéz. Gtéwne
zalety gtowicy skanujgcej fluorescencje i temperature do precyzyjnej fenomiki i jej przewaga nad systemami
dostepnymi na rynku zostaty opisane powyzej. Pierwsze polowe pomiary kukurydzy wykonano w czerwcu 2019
r. na poletkach doswiadczalnych na Wolicy, SGGW w Warszawie. Pomiary te wykazaty, ze 50% wyzszy plon
nasion w odmianach Rosomak i Kosynier w poréwnaniu do Wielkopolanki i Wigor istotnie koreluje z
podwyzszong réznicg temperatury lisci w 10-tygodniowych mtodych lisciach, zmierzong jako réznica
temperatury w niskim i bardzo wysokim natezeniu swiatta (6 °C wyzsza AT) w poréwnaniu do niskoplonujgcych
starych odmian Wigor i Wielkopolanka. Te rezultaty w kombinacji z pomiarami parametréw fluorescencyjnych
lisci (RFD = Fm / Fs) pozwolity nam na wstepne opracowanie algorytmow przewidywania plonowania kukurydzy,
tak jak to zrobilismy dla rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) i pomiaréw kwasu salicylowego czy
nadtlenku wodoru w korelacji do plonu nasion (Bernacki i wsp., 2019).

Hodowcy roslin muszg przez lata eksperymentowac z tysigcami roslin, aby rozwing¢ odmiane o
ulepszonych cechach. Ich metody hodowli sg skuteczne, ale bazujg na wypracowanych latami zdolnosciach
hodowcy i dlatego trudno im nadazac za rosngcg ztozonoscia potrzeb klientéw i wyzwan zwigzanych z
bezprecedensowymi zmianami Srodowiska naturalnego. Podstawg, na ktérej opiera sie sukces procesu hodowli
roslin, jest czas, w jakim wprowadza sie na rynek nowg komercyjnie ulepszong odmiane. Sukces i rynkowa
konkurencyjnosé spétek hodowlanych zalezy od jakosci badan podstawowych, ktéra to w ostatnich latach stafa
sie bardzo wymagajaca i skomplikowana, oraz zalezy od przekucia zdobytej nowej wiedzy z badan
podstawowych w komercyjny sukces wyhodowania nowej odmiany. Wykorzystanie w tym zakresie
wspotczesnego rozumienia genetyki, fizjologii, wzrostu i plonowania roslin oraz uporzadkowania i
znormalizowania eksperymentéw, ktére to wymaga nowego niestandardowego oprzyrzgdowania znacznie moze
poprawié¢ szybkosc i jakos¢ hodowli roslin. Zwigzana z tym implementacja nowych protokotéw hodowli roslin
generuje potrzebe poprawy kwantyfikacji i znormalizowania oceny cech uzytkowych poprzez wykorzystanie
matematycznego modelowania pomiardw tych cech.

Projekt zaktada wykorzystanie nowych urzadzen pomiarowych i programoéw sterujacych cyfrowa analiza
obrazéw fluorescencyjnych i termicznych roslin, oraz na matematycznym skorelowaniu tych parametréw,
mierzonych na wczesnym etapie rozwoju rosliny z cechami fizjologicznymi, molekularnymi i biochemicznymi
roslin jak: poziom hormondw (kwas salicylowy), poziom reaktywnych form tlenu (np. H203), z potencjatem
plonotwdérczym roslin. Ta metoda bedzie miata zastosowanie dla kazdej rosliny, bo polega na badaniu zaleznosci
wyzej wymienionych cech z telemetrycznymi pomiarami sprawnosci cieplnej fotosystemow i ich efektywnosci
transportu elektrondéw, a w czesSci matematycznego modelowania polega na wyprowadzeniu réwnania
dyskretnych zaleznosci znormalizowanych parametréw cech z potencjatem plonotwdérczym danej rosliny, linii czy
odmiany, niezaleznie od tego ile i jakie geny sg w tg ceche zaangazowane. Takie matematyczne réwnania i
funkcje najlepiej opisujace te zaleznosci umozliwig przyspieszenie procesu hodowli nowych odmian zyta o
okreslonych nowych komercyjnych cechach uzytkowych (np. lepszym plonowaniu, lepszej wydajnosci zuzycia
wody, bardziej tolerancyjnych na stresy suszy czy odpornych na nowe choroby) poprzez ulepszony i
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telemetrycznie znormalizowany wybér komponentdw do krzyzowan a przez to na wyeliminowaniu wielu
niepotrzebnych krzyzowan.

Literatura:

Abreu ME, Munné-Bosch S. J Exp Bot. 2009, 60: 1261-1271; Bernacki MJ et al., Physiol Plant. 2019 Nov 20. doi:
10.1111/ppl.12863; Bernacki et al., 2018 J. Plant Physiol. DOI: https://doi.org/10.1016/].jplph.2018.04.014;
Czarnocka et al., 2017 Plant, Cell & Env. 40, 2644—-2662 doi: 10.1111/pce.12994; Dixon et al., Plant Cell 2018,
doi:10.1105/tpc.17.00961; Gitelson AA et al., (2003) J. Plant Physiol. 160: 271-282; Gérecka M et al., 2019 Plant
Cell & Env. 42, (https://doi.org/10.1111/pce.13686). Karpinski S et al., Plant Cell & Env. 2013 Apr;36(4):736-44.
doi: 10.1111/pce.12018. Peak D et al., 2004 PNAS of USA January 27, 2004 101: 918-922; Szechyriska-Hebda M
et al., Plant Cell Rep. 2016 Mar;35(3):527-39. doi: 10.1007/s00299-015-1901-y; Szechyniska-Hebda M et al., Plant
Cell. 2010 Jul;22(7):2201-18. doi: 10.1105/tpc.109.069302; Wituszynska W et al., Plant Physiol. 2013
Apr;161(4):1795-805. doi: 10.1104/pp.112.208116

1a. Streszczenie dotychczas uzyskanych wynikéw — wytacznie, jesli zadanie stanowi kontynuacje badan —
(max. % strony A4).
W ramach zadania 9 przeprowadzono analizy i pomiary w 2021 r. zgodnie z planem. Wstepne rezultaty
wskazujg, ze wprowadzenie do hodowli zyta nowych biochemicznych i fizjologicznych markeréw (NPQ, SA,
H202, chl a/b, luteiny, BIT), w tym markerdow (cech) mierzonych telemetrycznie (NPQ i BT), umozliwi
przyspieszenie procesu i zoptymalizowanie kosztéw hodowli nowych odmian zyta. Z pierwszego roku badan
uzyskano nastepujgce wnioski:
1. Zauwazono silng negatywng korelacje pomiedzy iloscig ktosow a stosunkiem chl a/b w mieszancu.
2. Zrezerwa nalezy patrze¢ na pozytywng korelacje w mieszancach F1 pomiedzy poziomem H,0, a masg
ziarniakéw (plonem) oraz iloscig ziarniakéw.
3. Nalezy zwrdci¢ baczng uwage na przeciwstawne korelacje pomiedzy mieszarcami a ostatnimi
komponentami tego mieszanca (singel i restorer).
4. Woyselekcjonowano startery dla 6 gendéw markerowych w zycie.

2. Cele zadania

Celem czastkowym badan w 2022 roku w ramach projektu jest:

Okreslenie réznic/podobienstw w komponentach zyta uzytych do krzyzowan (obiektach) wzgledem stabilnej linii
referencyjnej TUR w parametrach fluorescencyjnych chlorofilu i delty temperatury lisci eksponowanych na niskie
i wysokie natezenie swiatta na wczesnym etapie rozwoju rosliny.

Po znalezieniu istotnych réznic w tych parametrach pomiedzy obiektami wybrano najbardziej réznicujgce
obiekty do szczegdtowych badan biochemiczno-fizjologicznych oraz molekularnych. Zostang zbadane poziomy
kwasu salicylowego, nadtlenku wodoru i pigmentdw (chlorofile i karetonoidy). Zostang okreslone sekwencje
genomowe i cDNA dla wybranych markeréw molekularnych (6). Zostanie zmierzona wymiana gazowa, w liciach
zyta wybranych obiektéw na wczesnym etapie rozwoju. Na koricu zmierzony zostanie plon nasion w tych
zréznicowanych obiektach.

Celem tych badan bedzie wstepne okreslenie poziomu korelacji parametréw molekularnych i fizjologicznych z
parametrami telemetrycznymi (modulowana fluorescencja i temperatura lisci).3.

Harmonogram realizacji zadania

Harmonogram realizacji zadania nalezy sporzqdzi¢ w tabeli, dla kazdego z planowanych tematdéw badawczych

z uwzglednieniem ilosci planowanych testéw/prob/linii na ktérych prowadzone bedq badania. Prosze poda¢
koszty realizacji poszczegdlnych tematow badawczych.
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Prosze wyrdznic etapy (tematy badawcze), okresli¢ czas ich trwania w miesigcach od rozpoczecia projektu i
przewidywane koszty. Terminy realizacji tematow badawczych moggq sie zazebiac. Suma kosztow tematow
badawczych musi by¢ réwna catkowitemu kosztowi zadania.

Termin rozpoczecia —
zakonczenia realizacji

Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w
miesigcach od rozpoczecia
realizacji zadania

Przewidywane
koszty realizacji
tematu
Badawczego

Opracowania kompleksowe z analiz i pomiarow WUE,
pigmentdw, aparatdéw szparkowych, transpiracji,
asymilacji, fluorescencji chl. i temperatury lisci, kinetyki
1 Smierci komorki lisci, SA, H202, cyklu VAZ, aktywnosci Kwiecien - grudzien 99 200
markerowych enzyméw, wysokosci plonu, odpornosci
na stres Swietlny, etc. w certyfikowanych odmianach i
komponentach do krzyzowan zyta

Analizy i opracowania pomiaréw w z ekspresji
wybranych markerowych genéw oraz aktywnosci

2 markerowych enzyméw w certyfikowanych odmianach i Kwiecien - grudzien 70000
komponentach do krzyzowan zyta.
Normalizacja danych, i matematyczne modelowanie

3 dyskretnych sprzezen, opracowanie wynikéw do Pazdziernik - grudzien 10 000
raportu.

Razem 199 200

UWAGA: Nie sq tematami badawczymi czynnosci techniczne stuzgce wykonaniu zadania np. zakup materiatow,
utrzymanie roslin w szklarni, opracowanie statystyczne wynikow, opracowanie raportow i sprawozdan.

4. Opis tematow badawczych

4. 1. Temat badawczy 1

Opracowania kompleksowe z analiz i pomiaréw WUE, pigmentdw, aparatdéw szparkowych, transpiracji,
asymilacji, fluorescencji chl. i temperatury lisci, kinetyki Smierci komérki lisci, SA, H,0,, cyklu VAZ, aktywnosci
markerowych enzymoéw, wysokosci plonu, odpornosci na stres swietlny, etc. w certyfikowanych odmianach i
komponentach do krzyzowan zyta.

Cel tematu badawczego 1

Celem tego eksperymentu jest okreslenie réznic w wybranych parametrach fluorescencji chlorofilu i
temperatury lisci na wczesnym etapie rozwoju rosliny mierzonej w niskim i wysokim natezeniu Swiatta, w 29
wyselekcjonowanych mieszaricach i komponentach, uzytych do hodowli tych mieszancéw, o réznicujgcych
wartosSciach z dobrze udokumentowanymi krzyzowaniami. Wykonanie pomiaréw poziomu chlorofili w lisciach.
Na podstawie réznic w tych parametrach zostang opracowane korelacje i segregacja tych korelacji.

Materiaty i metody
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Komponenty i obiekty uzyte do pomiaréw: PB21, PB22, PB23, PB24, PB25, PB26, PB27, PB28, PB29, PB31, PB32,
PB33, PB34, PB35, PB47, PB48, PB50, PB52, PB54, PB55, PB56, PB58, PB60, PB62, PB63, PB65, PB67, PB68, PB70.
Standardowa metodyka laboratorium prof. Karpiriskiego opisana w wielu publikacjach jego zespotu bedzie
stosowana do pomiardw koncentracji pigmentdéw, parametrow fluorescencji chlorofilu oraz temperatury lisci w
niskim i wysokim oswietleniu w mtodych lisciach zyta w wybranych liniach mieszaiicéw i komponentéw uzytych
do krzyzowan na wczesnym etapie rozwoju rosliny. Parametry wydajnosci kwantowej fotosystemu Il (PSII)
zostang obliczone zgodnie ze standardowym protokotem pomiarowym. Pomiary temperatury lisci dokonywane
beda za pomocg kamery termowizyjnej Therma CAM SC640 (FLIR Systems, USA) z niestandardowym systemem
skanowania temperatury lisci w niskim i wysokim natezeniu Swiatfa fotosyntetycznie aktywnego. Pigmenty bedg
mierzone na Shimadzu HPLC spektrofotometrycznie. Wszystkie pomiary bedg wykonane przynajmniej w 14
powtdrzeniach (14x29=406 pomiardéw). Pomiary liczby aparatéw szparkowych, wydajnosci zuzycia wody, Smierci
komoérki beda wykonane w 4 i 5 roku realizacji zadania 9 na koricowej mniejszej liczbie obiektow.

Ocena szans na osiggniecie zatozonego celu, ocena istniejgcego ryzyka

Z uwagi na duze doswiadczenie w realizacji podobnego typu eksperymentdw, ryzyko niepowodzenia jest
minimalne. Jakkolwiek jest to materiat biologiczny a niektére komponenty stabo plonujg i rosng. Dlatego istnieje
ryzyko, ze wykonamy mniejszg ilos¢ pomiarédw niz zaplanowano. W przypadku nie stwierdzenia réznic lub zbyt
matych réznic w parametrach fluorescencji chlorofilu i temperatury lisci pomiedzy mtodymi lisémi komponentéow
wprowadzimy pomiary lisci bardziej dojrzatych i/lub zielonych zdzbet.

Mierniki dla tematu badawczego 1

Lp. Miernik! Warto$é miernika
1. Parametr RFD (Fn/Fs) dla 29 komponentéw zyta 406 pomiarow
2 Parametr F,/Fr, dla 29 komponentéw zyta 406 pomiaréw
3 Parametr F.,’/Fs dla 29 komponentéw zyta 406 pomiaréow
4 Parametr NPQ dla 29 komponentéw zyta 406 pomiaréw
5 Parametr AT dla 29 komponentdw zyta 406 pomiaréw
6 Plon nasion z danego komponentu zyta 406 pomiaréw
7 Pigmenty 406 pomiaréow

4.2. Temat badawczy 2

Kompleksowe opracowania analiz i pomiaréw ekspresji gendéw w certyfikowanych odmianach i komponentach
do krzyzowan zyta.

Cel tematu badawczego 2

Celem tego tematu badawczego jest okreslenie réznic/podobienstw w zawartosci kwasu salicylowego,
nadtlenku wodoru wzgledem barwnikow fotosyntetycznych (z tematu badawczego. 1) w lisciach

! Poda¢ miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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wyselekcjonowanych 29 mieszancéw i komponentdw, oraz skorelowania tych wartosci z plonowaniem (z TB 1.).
Celem jest réwniez ustalenie sekwencji genomowej DNA i cDNA dla 8 wyselekcjonowanych molekularnych
markerdéw dla pdzniejszych pomiaréw poziomu ekspresji gendw (markerdw).

Materiaty i metody

Standardowa metodyka laboratorium prof. Karpinskiego opisana w wielu publikacjach jego zespotu bedzie
stosowana do pomiaréw pigmentow, stezenia SA, H.0, w lisciach mieszaricéw i komponentéw zyta (29) na
wczesnym etapie rozwoju rosliny. Eksperymenty zostang zatozone w HR Smolice i w szklarni doswiadczalnej na
polach Wolicy SGGW w Warszawie. W skrécie, SA bedzie mierzone na Shimadzu HPLC, H,0,
spektrofotometrycznie. Parametry fluorescencyjne i termiczne bedg mierzone w lisciach tych samych
mieszancow i komponentdw. Wszystkie pomiary bedg wykonane przynajmniej w 7 powtdrzeniach z 29
komponentach (7x29=203). Zostang ustalone sekwencje z 29 odmian i komponentéw (6 réznych markeréw
molekularnych i dwa markery kontrolne z tzw. house keeping genes aktyna i ubiquityna) i zostang opracowane
startery do amplifikacji cDNA dla przynajmniej 8 rdznych markeréw molekularnych (8x29=232). Zweryfikowanie
sekwencji DNA i cDNA

Ocena szans na osiggniecie zatozonego celu, ocena istniejgcego ryzyka

Z uwagi na doswiadczenie ryzyko niepowodzenia jest minimalne. Jakkolwiek w przypadku nie stwierdzenia
roznic lub zbyt matych réznic w pomiedzy mtodymi lisémi réznych komponentdw i linii referencyjnej
wprowadzimy pomiary lisci bardziej dojrzatych i/lub zielonych zdzbet.

Mierniki dla tematu badawczego 2

Lp. | Miernik? nowy dla F1 wartosé
miernika
203
1 Pomiar SA w lisciach ,
pomiary
203
2 Pomiar H,0, w lisciach ,
pomiary
3 Wyselekcjonowanie sekwencji genomowych DNA dla 8 markeréw 232
molekularnych zyta sekwencje
232
4 Wyselekcjonowanie sekwencji cDNA 8 markeréw molekularnych zyta ,
sekwencje
5 Opracowanie 16 zweryfikowanych starteréw dla wyselekcjonowanych 16
markeréw molekularnych sekwencji

4.3. Temat badawczy 3
Normalizacja danych, matematyczne modelowanie dyskretnych sprzezen, przygotowanie opracowan wynikéw
do publikacji.

Cel tematu badawczego 3
Wyprowadzenie wstepnych réwnan dyskretnej wspdtzaleznosci poziomdw SA, H202 i pigmentdéw w lisciach od
parametréw fluorescencyjnych i dynamiki temperaturowej lisci i od potencjatu plonowania, podobnie jak

2 Poda¢ miernik — np. ilo§¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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opisano w publikacji zespotu prof. Karpinskiego (Bernacki i wsp., 2018). Analizy zostang przeprowadzone na
SGGW w Warszawie. Wykonamy wstepne matematyczne modelowanie dyskretnych zaleznosci tych cech.
Materiaty i metody

W?zdr analityczny omawianej funkcji regresji sktada sie przez nas w dwdéch etapach. W pierwszej analizujemy
zbiory odpowiednich funkcji elementarnych, zaczynajac od najmniej skomplikowanej do bardziej
skomplikowanej, az zadowoli nas podobieristwo do zbioru punktéw. W ten sposéb kazdemu eksperymentowi
podporzadkowujemy funkcje zmiennej x zaleznej od kilku parametréw, takich jak funkcja liniowa, kwadratowa i
szeScienna. Ostatecznie funkcja wymierna jest brana pod uwage, gdy punkty majg tendencje do zera dla duzego
X. W drugim kroku obliczamy wartosci parametréw, dla ktorych wspétczynnik korelacji jest, co najmniej ponizej
jednego, stosujac standardowe procedury statystyczne. Funkcje regresji mogg okazac sie potrzebnymi nam
funkcjami algorytmicznymi. Doktadny opis metodologii jest zawarty w Bernacki et al., 2018.

Ocena szans na osiggniecie zatozonego celu, ocena istniejgcego ryzyka

Brak ryzyka

Mierniki dla tematu badawczego 3

Lp. | Miernik® warto$é
miernika
1 Funkcja zaleznosci SA od H,0, i vice versa 1
Funkcja zaleznosci SA lub H,0, od AT lub od chl a/b 1
Funkcja zaleznosci SA lub H,05 lub od AT lub od chl a/b od plonowania 1

5. Literatura:
Bernacki MJ et al., 2019, Physiol Plant. Nov 20. doi: 10.1111/ppl.12863;
Czarnocka et al., 2017 Plant, Cell & Env. 40, 2644—2662 doi: 10.1111/pce.12994;
Gilroy et al., 2016, Plant Physiology 171, 1606 — 1615, https://doi.org/10.1104/pp.16.00434
Szechynska-Hebda et al., 2010 Plant Cell 22; 2201 — 2218 https://doi.org/10.1105/tpc.109.069302
Wituszynska W et al., Plant Physiol. 2013 Apr;161(4):1795-805. doi: 10.1104/pp.112.208116

3 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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6. Raport z wynikéw badan za 2022 rok
Na podstawie badan przeprowadzonych w roku ubiegtym do dalszych analiz wyselekcjonowano 29 linii zyta
(obiekty), wsréd ktorych byty linie reprezentujgce nastepujgce grupy:
M - mieszaniec koricowy; R — restorer; S — singiel; D — dopetniacz; MS — linia mesko sterylna
Przeprowadzono szereg analiz fizjologicznych, biochemicznych i molekularnych, jak réwniez analizy plonu roslin i
wielkosci ziarniakéw roslin zyta jak zaplanowano.
Ponizej zaprezentowane sg przyktadowe macierze dla 29 analizowanych obiektéw, ktére wizualizujg réznice
wartosci wszystkich mierzonych parametréw w poréwnaniu do Sredniej w obrebie obiektow. Jak wida¢, do
analizy brano po 14 roslin w obrebie danego obiektu. Niektére parametry biochemiczne byty mierzone na
mniejszej liczbie powtdrzen (7 po dwie spulowane), dlatego te pola w obrebie macierzy zaznaczono kolorem
szarym.
Legenda dotyczgca poszczegdlnych analiz:

Fo — fluorescencja minimalna lisci zaadoptowanych do ciemnosci

Fm - fluorescencja maksymalna lisci zaadoptowanych do ciemnosci

QYmax — maksymalna wydajnos¢ kwantowa fotosystemu |l

NPQ — niefotochemiczne wygaszanie energii

gp - fotochemiczne wygaszanie

Rfd - wskaznik zaniku fluorescencji chlorofilu a (wskaznik witalnosci). RFD wskazuje poziom spadku
intensywnosci fluorescencji z fluorescencji maksymalnej (Fm) do fluorescencji w stanie steady state i méwi to o
witalnosci roslin i zdolnosci adaptacji do warunkow srodowiskowych.

T_10 — przyrost temperatury lisci po 10s od witgczenia wysokiego natezenia swiatta (4000uE)

T 20— przyrost temperatury lisci po 20s od witgczenia wysokiego natezenia Swiatta (4000uE)

T_max — maksymalny przyrost temperatury lisci w trakcie ekspozycji na wysokie natezenie swiatta (4000uE)
viola - wiolaksantyna

antera - anteraksantyna

lut - luteina

zea - zeaksantyna

chl_b —chlorofil b

chl_a —chlorofil a

karoten - karoten

chl_a,b — stosunek chlorofilu a do chlorofilu b

total_chl — catkowita zawartos¢ chlorofilu

VAZ — cykl WAZ, wspodtczynnik deepoksydaciji, ktéry informuje o stanie réwnowagi pomiedzy zeaksantyna,
anteraksantyng a wiolaksantyng w cyklu WAZ.

H,0, — nadtlenek wodoru

SA - kwas salicylowy

n_klos —ilos¢ ktosow

n_ziarniak —ilo$¢ ziarniakow

masa — masa ktosa

mtz — masa tysigca ziarniakéw

W sumie wczytano dane dla 406 roslin z 29 obiektéw. W przypadku niektérych parametréw zaobserwowano
zréznicowanie miedzy powtérzeniami biologicznymi nalezgcymi do tych samych obiektow.
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Figura 1. Macierze obrazujgce rdznice wartosci mierzonych parametrow w poréwnaniu do Sredniej w obrebie
obiektow. Wartosc 0 oznacza sredniq dla obiektu, a wartosc¢ 0.2 oznacza ze w danej roslinie wartos¢ parametru
jest wieksza o 20% w porownaniu do sredniej w danym obiekcie. Niektdre parametry biochemiczne byty mierzone
na mniejszej liczbie powtdrzen, dlatego te pola w obrebie macierzy zaznaczono kolorem szarym. Na figurze
zamieszczono przyktadowe macierze 29 analizowanych obiektow.

Dane s duzo bardziej zrwnowazone ale mozna réwniez zauwazyé, ze rosliny odstajgce w jednym parametrze
nie sg odstajgcymi w innych.
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Nastepnie wykonano analize i macierz korelacji prezentujgcy zaleznosci pomiedzy wszystkimi mierzonymi
parametrami. Dla poszczegdlnych parametréow wartosci zostaty wyliczone na podstawie wspotczynnika korelacji
Spearmana.

n_klos 854 pg 04

B | SA

-1.0 05 00 05 1.0 h202 s 043
VAZ2 028 23
vaz1 i 38 vz2 02
total_chla4s &3 036 27 077
chl_a.b 22 B2 0323
karoten @ = 181 020 981 0 DS 121 520 603
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antera B (| R 9,31
viola  [§8H + - BERARH 64 - - R o
T_max
T_20
7_10 [
Rfd 433
Qp
NPQ © il
QY_max V.3 )24 AT DS j2
04 047 2 127

Figura 2. Wykres obrazujgcy wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy wszystkimi mierzonymi parametrami z
uwzglednieniem wszystkich analizowanych obiektow

Zaobserwowano pozytywng korelacje pomiedzy:

- wiolaksantyng a luteing (0,61)

- wiolaksantyng a chlorofilem a (0,61) i chlorofilem b (0,67)

- wspotczynnikiem deepoksydacji a zeaksantyng (0,79) i anteraksantynga (0,6)

- iloscig ziarniakéw a masg ziarniakéw (0,96)

-RFD a NPQ (0,75)

- QYmax (F/ Fm) a zawartoscig karotenu (0,47)

- QYmax (F./ Fm) a stosunkiem chlorofilu a/b (0,51)

Sposréd innych pozytywnych korelacji na szczegdlng uwage pod katem hodowlanym zastuguje korelacja miedzy:
- zawartoscig karotenu a iloscig ktoséw (0,49)
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- zawartoscig chlorofilu a a iloscig ktoséw (0,4)
- zawartoscig karotenu a masg tysigca ziarniakow (0,33)
- QYmax (Fv/Fm) a iloscig ktosow (0,3) i masg tysigca ziarniakdw (0,27)

Z drugiej strony zaobserwowano negatywnga korelacje pomiedzy:

- Fo a QYmax (F./ Fm) (-0,79)

- wspétczynnikiem deepoksydacji a wiolaksantyng (-0,74)

- wspotczynnikiem deepoksydacji a zawartoscia chlorofilu a (-0,43) i b (-0,52)

- zawartoscig nadtlenku wodoru a iloscig ktoséw (-0,3) i masg tysigca ziarniakéw (-0,32) (potwierdzone z
ubiegtego 2021 r.)

- wspotczynnikiem deepoksydaciji a iloscig ktosow (-0,29) i masg ziarniakéw (-0,29)

- zawartoscig anteraksantyny a masg tysigca ziarniakéw (-0,31)

- Fo ailoscig ktosow (-0,27)

Sposréd powyzej wymienionych najbardziej interesujgce sg niezbyt wysokie korelacje miedzy réznymi
parametrami plonu oraz barwnikami fotosyntetycznymi oraz QY_max (F./ Fm).

Ponizej zostato przedstawione jak wyglada korelacja dla wszystkich roslin w obrebie kazdego obiektu oraz w
obrebie grup funkcjonalnych dla réznych parametréw.

Interesujace jest to, ze w obrebie wiekszosci analizowanych ponizej parametrow najwyzsze korelacje mozna
zaobserwowacd w liniach dopetniaczy oraz w liniach mesko sterylnych (MS). Dotyczy to korelacji:

- karoten vs mtz (0,74 dopetniacz, 0,58 MS),

- karoten vs liczba ktoséw (0,78 dopetniacz, 0,55 MS),

- anteraksantyna vs mtz (-0,53 MS)

- QYmax (F./ Fm) vs mtz (0,49 dopetniacz, 0,85 MS),

-chlorofil a/chlorofil b vs mtz (0,79 MS),

- QYmax (Fv/ Fm) vs liczba ktosow (0,46 dopetniacz, 0,63 MS),

- QYmax (Fv/ Fm) vs chlorofil a/chlorofil b (0,66 dopetniacz, 0,84 MS),

- chlorofil a vs liczba ktoséw (0,56 dopetniacz, 0,53 MS),

- kwas salicylowy vs H,0> (0,34 dopetniacz)
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Fv/Fm vs. liczba kitosow
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Figura 3. Wykresy obrazujgce wspotczynnik korelacji Spearmana z podziatem na poszczegdlne grupy pomiedzy
wybranymi parametrami, ktore daty najbardziej interesujqgce korelacje.

Ponizej zaprezentowano macierze korelacji Spearmana po analizie dla poszczegdlnych analizowanych grup (M -
mieszaniec konicowy; R — restorer; S — singiel; D — dopetniacz; MS — linia mesko sterylna)
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Mieszaniec

All data, Spearman
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Figura 4. Wykres obrazujgcy wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy wszystkimi mierzonymi parametrami z
uwzglednieniem analizowanych mieszancéw.

W grupie mieszancéw na uwage zastuguje wyrazna pozytywna korelacja pomiedzy masg tysigca ziarniakdéw (mtz)
a zawartoscig barwnikéw — chlorofilu a (0,56), chlorofilu b (0,53), karotenu (0,62) oraz QYmax (0,51).

Sposréd wszystkich analizowanych grup w tej grupie zaobserwowano ponadto najbardziej wyrazng pozytywna
korelacje pomiedzy deltg temperatury lisci a zawartoscig barwnikéw fotosyntetycznych.

Widac tez wyrazna pozytywna korelacje pomiedzy Fo, Fm a zawartoscig kwasu salicylowego.
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Mieszaniec ostateczny

All data, Spearman
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Figura 5. Wykres obrazujgcy wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy wszystkimi mierzonymi parametrami z
uwzglednieniem analizowanych mieszaricdw ostatecznych.

W grupie mieszancéw ostatecznych rzuca sie w oczy wyrazna pozytywna korelacja pomiedzy barwnikami
fotosyntetycznymi a kwasem salicylowym oraz parametrami plonu, zwtaszcza iloscig ktosow oraz iloscig i masg
ziarniakow.

Z drugiej strony w tej grupie zaobserwowano negatywng korelacje pomiedzy parametrami fotosyntetycznymi a
Qp (= fotochemiczne wygaszanie energii wzbudzenia).
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Restorer

All data, Spearman
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Figura 6. Wykres obrazujgcy wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy wszystkimi mierzonymi parametrami z
uwzglednieniem analizowanych restorerow.

W grupie restoreréw zaobserwowano najmniej istotne korelacje sposréd wszystkich analizowanych grup.
Na uwage zastuguje tu pozytywna korelacja miedzy masg tysigca ziarniakdw a luteing (0,54) i chlorofilem b (0,43)

oraz wyrazna negatywna korelacja miedzy masg tysigca ziarniakdw z stosunkiem chlorofilu a do chlorofilu b (-
0,64
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Singiel

All data, Spearman
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Figura 7. Wykres obrazujgcy wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy wszystkimi mierzonymi parametrami z
uwzglednieniem analizowanych singli.

W grupie singli, podobnie jak w grupie mieszancow ostatecznych uwage zwraca pozytywna korelacja miedzy
QYmax (Fv/Fm), barwnikami fotosyntetycznymi, a wszystkimi analizowanymi parametrami plonu.

W tej grupie zaobserwowano réwniez pozytywna korelacje miedzy deltg temperatury lisci a zawartoscig wiola
ksantyny oraz pomiedzy wspoétczynnikiem witalnosci (Rfd) a cyklem WAZ, zawartoscig H,0, i kwasu salicylowego.
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Dopetniacz

All data, Spearman
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Figura 8. Wykres obrazujgcy wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy wszystkimi mierzonymi parametrami z
uwzglednieniem analizowanych dopetniaczy.

W grupie dopetniaczy réwniez zaobserwowano wyrazng korelacje miedzy barwnikami fotosyntetycznymi

(chlorofil a, b, karoten), a wszystkimi analizowanymi parametrami plonu. W tej grupie wystgpita réwniez
korelacja miedzy zawartoscig anteraksantyny i zeaksantyny a zawartoscig kwasu salicylowego i H;0,.
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Figura 9. Wykres obrazujgcy wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy wszystkimi mierzonymi parametrami z
uwzglednieniem analizowanych MS.

W grupie linii mesko-sterylnych zaobserwowano najwyrazniejszg sposrdd wszystkich grup pozytywna korelacje
pomiedzy QYmax (Fv/Fm) a masg tysigca ziarniakdéw (0,85). W tej grupie QYmax koreluje rowniez z szeregiem
barwnikéw fotosyntetycznych. Zawartos¢ barwnikow chlorofilu a i b, karotenu, zeaksantyny i luteiny wyraznie
koreluje tu z parametrami plonu, zwtfaszcza z masg ziarniakéw. Stwierdzono, ze korelacja tego parametru
fluorescencyjnego zalezy gtéwnie od parametru Fo a w mniejszym stopniu od Fn, czy F,. Korelacja ta ma
potencjalne znaczenie dla przyspieszenia i zoptymalizowania procesu hodowli zyta. Algorytm korelacji jest w
trakcie opracowywania.
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Innym obszarem badan byto ustalenie sekwencji genomowej DNA i cDNA dla 8 wyselekcjonowanych molekularnych
markerdw w lisciach wyselekcjonowanych 29 mieszarncéw i komponentéw. Do analiz wybrano nastepujgce geny:
- MPK4, - LSD1, - EDS1, - CRKS5, - APX2, - HSP70, - aktyna, - ADP-RFa

Dla powyzszych 8 gendw uzyskano 232 amplikony. Poddano je sekwencjonowaniu w trybie 2x150 odczytow.
Dla kazdego genotypu uzyskano od 14 do 99 tys. odczytdw, o zrbwnowazonym poziomie par GC.
W tej chwili jestesmy w trakcie analizy sekwencjonowania dla wszystkich badanych genotypodw.

Ponizej zaprezentowano kilka figur roboczych z raportu z sekwencjonowania dotyczacych dtugosci odczytéw oraz
jakosci prébek.
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Fig. 2-1: Sequence lengths of timmed FASTQ reads (average of all samples) (DNA)
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Fig. 2-2: Sequence quality of timmed FASTQ reads (average of all samples) (DNA)
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Fig. 2-3: GC content of timmed FASTQ reads (average of all samples) (DMNA)
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Dla tematu badawczego 1 wykonano po 406 pomiaréw dla parametréow przedstawionych w miernikach od 1 do 7. W
ramach tematu badawczego 2 wykonano po 203 pomiary H,0, i SA i pigmentdw oraz ustalono sekwencje DNA dla 8
markerdéw (232 sekwencje). Sekwencje wptynety do nas na poczatku grudnia i sg analizowane. Sekwencja 16
starteréw zostanie podane w uzupetnieniu raportu do korica 2022 r. W ramach tematu badawczego 3 udato sie
ustalié funkcje (korelacji) dla miernika 1, 2 i 3 ktére wynoszg: SA = 1.261 x H,0,®— 4.357 x H,0,% + 4.244 x H,0,—
0.614 Ustalono natomiast korelacje dla plonowania od SA na poziomie istotnosci R?

=0.69, ktéra moze by¢ opisana
SA=-10"*Yjeld*+2*10°*Yield*-0.008*Yield+11.2.
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Podsumowujac, znaleziono pozytywne korelacje pomiedzy mtz a Qymax w liniach MS, dopetniaczach, mieszancach i
singlach natomiast ta sama korelacja jest negatywna w przypadku mieszanca ostatecznego i restorera. Biorgc pod
uwage, ze mieszaniec ostateczny F1 powstaje jako rezultat skrzyzowania restorera z singlem, nalezy zwrécic baczng
uwage na nastepujgce przeciwstawne korelacje: Dla masy tysigca ziaren (MTZ) i parametru QYmax mamy odwrotng
zalezno$¢ miedzy singlem a restorerem i powstatym mieszaricem ostatecznym. Podobnie singiel powstaje z
krzyzéwki MS i dopetniacza gdzie u wszystkich korelacja QYmax z mtz jest mocno lub srednio-pozytywna. Pozostate
mierzone parametry nie wykazujg istotnych réznic pomiedzy poszczegdlnymi badanymi grupami. Te rezultaty
wskazuja, ze wprowadzenie do hodowli zyta nowych fizjologicznych markeréw w tym markeréw mierzonych
telemetrycznie jak QYmax mierzonych na wczesnym etapie rozwoju rosliny koreluje z masg 1000 ziarniakéw
mierzong wiele miesiecy pdzniej po zbiorze. To moze umozliwi¢ przyspieszenie procesu hodowli nowych odmian
zyta i zredukowa¢ koszt hodowli nowych odmian.

str. 23



