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Wyktad inauguracyjny

Wielka Piatka w Swiecie Ro$lin
Maria Surma, Wojciech Swiecicki

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: wswi@igr.poznan.pl

Wzorem Wielkiej Piatki Zwierzat podj¢to probe wytypowania Wielkiej Piatki Roslin w tym
rodzin, gatunkéw i gendw. Zadanie nie byto tatwe, bo rézne moga by¢ kryteria. Na przyktad rosliny,
ktére zapewnity bogactwo (rozw6j przemystu), czy moze te, ktore odegraty znaczacg rolg w historii
ludzi (zmienity oblicze $wiata) lub tez najwazniejsze dla zdrowia i zZycia. Autorzy, oprdocz roli natury
podsumowali takze wktad cztlowieka w doskonaleniu Wielkiej Pigtki oraz wynikajace z tego korzysci.



WYKLADY Sesja 1. Genomika roslin

Kontrola rekombinacji mejotycznej: od dystrybucji chromosomowej do
czestosci crossing-over

Piotr A. Ziotkowski

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, 61-614 Poznan
e-mail: pzio@amu.edu.pl

Podczas mejozy chromosomy homologiczne tacza si¢ w pary i wymieniaja fragmenty w procesie
okreslanym jako crossing-over. Crossing-over jest niezbedne dla prawidlowej segregacji chromosomow
a takze umozliwia mieszanie informacji genetycznej pochodzacej od obu rodzicow. Z tych wzglgdow,
crossing-over jest podstawowym zrédlem roéznic wystepujacych pomiedzy osobnikami w naturalnych
populacjach. Ze wzglgdu na swoje znaczenie liczba i rozktad crossing-over wzdtuz chromosomow sa
scisle kontrolowane. W wyktadzie omowi¢ obecny postep w zrozumieniu kontroli rekombinacji u
eukariontow ze szczegdlnym uwzglednieniem roslin. Zaprezentuje nasze wyniki dotyczace odmienngj
wrazliwo$ci poszczegdlnych szlakow crossing-over wzgledem polimorfizmu sekwencji DNA oraz
wyjasnig, jaki efekt ma polimorfizm sekwencyjny na chromosomowg dystrybucje crossing-over.
Nastepnie przedstawi¢ nasze badania nad identyfikacja modyfikatorow rekombinacji — genéw, ktore
wplywaja na czestos¢ rekombinacji w skali catogenomowej. Postaram si¢ rowniez podsumowac
perspektywy zastosowania tej wiedzy w rozwoju nowych strategii hodowli roslin.
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Udzial wybranych genéw kodujacych biatka z domeng PP2-like w
interakcji miedzy Arabidopsis thaliana a Heterodera schachtii

Kamila Wojszko, Karol Kuczerski, Anita Wisniewska

Instytut Biologii, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 159,
02-776 Warszawa
e-mail: wojszko .kamila@ gmail.com

Matwik burakowy (Heterodera schachtii) jest pasozytniczym nicieniem cystowym zerujacym
na korzeniach roslin z rodzin Amaranthaceae oraz Brassicaceae, wsrod ktorych znajduja si¢ gatunki
uprawne jak burak, rzepak czy gorczyca. Cysty H. schachtii zawierajace jaja, charakteryzuja si¢ wysoka
odpornosciag na czynniki fizyczne oraz chemiczne. Sprawia to, ze znane metody walki z tym
szkodnikiem nie sg wystarczajace, a poznanie mechanizméw interakcji mi¢dzy rosling a nicieniem na
poziomie molekularnym wcigz stanowi wyzwanie wspotczesnej biologii.

Podczas infekcji nicien wprowadza do komorki korzenia wydzieling gruczotow, bogata w biatka
oraz czynniki oddziatujace na ekspresje gendow gospodarza, co prowadzi do zmiany programu
morfogenetycznego komorek rosliny. Zmiany prowadza do utworzenia struktury odzywiajacej zwanej
syncytium, ktora jest niezbedna dla prawidlowego rozwoju nicienia. Dotychczas szeroko
udokumentowano zmiany w ekspresji bardzo wielu genéw rosliny w obrgbie syncytium. Spo$rod genow
A. thaliana, ktorych poziom ekspresji jest silnie obnizany w syncytiach na uwage zasluguja geny
AtPP2A3-like oraz AtPP2AS8-like. Geny te koduja biatka z domeng PP2-like. Biatko floemowe 2 (ang.
Phloem Protein 2, PP2) jest jedng z floemowych lektyn o niewyjasnionej dotychczas funkcji, jednak
nieliczne doniesienia sugerujg udziat PP2 w krotko- oraz dlugodystansowym transporcie we floemie.
Biatka kodowane przez geny AtPP2A3-like oraz AtPP2AS-like posiadaja rowniez domeny podobne do
tych, ktére obecne sg w biatkach odpornosci, takich jak biatko AIG1 oraz domena TIR. Domeny te
uczestnicza w transdukcji sygnatu fitohormondéw zwigzanych z odpowiedzig rosliny na stres.

Arabidopsis thaliana jest ro§ling podatng na matwika burakowego, dlatego stanowi dobry model
do badania interakcji ro$lina-nicien. Przeprowadzone do$wiadczenia obejmowaly analize¢ ekspresji
gendw AtPP2A3-like 1 AtPP2AS-like w syncytiach we wczesnym oraz péznym stadium infestacji,
okreslenie stopnia podatnosci na matwika burakowego roslin o zmienionej ekspresji badanych genéw
oraz okre$lenie zmian w poziomie akumulacji ich transkryptow pod wplywem wybranych
fitohormonow. Uzyskane wyniki wskazuja, ze geny AtPP2A3-like oraz AtPP2AS-like uczestniczg w
odpowiedzi rosliny na atak matwika burakowego, a w ich regulacje mogg by¢ zaangazowane
fitohormony.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2015/17/B/NZ9/01767)
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Wykorzystanie markeréw SNP w badaniach asocjacyjnych u tubinu
waskolistnego (L. angustifolius L.)

Bartosz Kozak', Renata Galek', Dariusz Zalewski', Stanistaw Stawinski’

"Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, plac Grunwaldzki 24a, 50-363 Wroctaw
’HR Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR— Oddziat Przebedowo, Przebedowo 1, 62-095 Przebedowo
e-mail: bartosz.kozak@upwr.edu.p!

Lubin waskolistny jest perspektywiczng rosling straczkowa, ktora w przysztosci moze odegraé
znaczacg role w zapewnieniu bezpieczenstwa biatkowego w Polsce i Europie. Ogromny postep w
rozwoju metod genotypowania w ostatnich latach, stwarza nowe mozliwosci przed hodowla roslin. Dzi$
mozliwe jest genotypowanie na poziomie catego genomu i zestawienia informacji genetycznej z
fenotypowa, w celu znalezienia wariantow allelicznych zwigzanych z analizowang cechg fenotypowa.
Celem prezentowanych badan byla analiza asocjacyjna szesnastu cech fenotypowych (cechy
morfologiczne, jakosciowe oraz struktury plonu) w oparciu o genotypowanie zestawem markerow SNP
kolekeji 45 genotypoéw tubinu waskolistnego (odmiany, linie hodowlane). Wyniki uzyskane w
genotypowaniu kolekcji wykorzystano ponadto do analizy zr6znicowania kolekcji badanej kolekcji, a
takze do oceny odziedziczalnosci 16 cech fenotypowych.

Analizowane obiekty zostaty zgenotypowane metoda GBS (Genotyping by Sequencing) przy
wykorzystaniu zestawu 1000 markerow SNP. Wytypowane markery pochodzily z dwoch map
genetyczych tubinu waskolistnego ExL oraz DxW. W wyniku genotypowania otrzymano warianty
alleliczne 603 polimorficznych loci SNP dla wszystkich badanych genotypow. Wyniki te zostaty
wykorzystane w analizach zréznicowania genetycznego oraz analizach asocjacyjnych (GWAS).
Otrzymane markery wykorzystano rowniez do obliczenia odziedziczalno$ci analizowanych cech
fenotypowych. Z analizowanych cech najwyzsza odziedziczalno$cig charakteryzowata si¢ cecha
»zawartos¢ alkaloidow” — 96,2%, a najnizsza ,,liczba zawigzanych strakéw na pedach bocznych” —
1,2%. W analizach zr6znicowania genetycznego w pierwszym kroku obliczono dystans genetyczny w
oparciu o wyniki genotypowania za pomoca dwoch algorytmoéow: Nei 78 oraz Roger 72. Na podstawie
macierzy dystansow skonstruowano drzewo dystansu genetycznego przy wykorzystaniu metody
UPGMA, w wyniku przyporzadkowano analizowane genotypy do 4 gtéwnych klastrow. Z kolei po
wykonaniu PCA uzyskano podzial materiatu na 4 gtowne grupy, ale nie byt on tozsamy z wynikami
bazujacymi na analizie dystansu. Mapowanie asocjacyjne dla 16 badanych cech pozwolitlo na
wyznaczenie markerow silnie sprzezonych z fenotypem jedynie dla cechy — ,,zawartos¢ alkaloidow”.
Dla tej cechy udato si¢ wyznaczy¢ 10 markerow (LOD > 3) zlokalizowanych w 4 rdéznych
chromosomach. Ostatnim krokiem byla analiza bioinformatyczna genéw znajdujacych si¢ w poblizu
tych markerow.
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Genome-wide screening and characterization of long non-coding RNAs in
purple willows (Salix purpurea L.)

Andrea Pagano, Carolina Gomes, Jorge A. P. Paiva

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: jpai@igr.poznan.pl

The non-protein coding portion of plant transcriptomes constitutes an evolving field of study
within our understanding of plant biology. Long non-coding RNAs (IncRNAs) are broadly defined as
non-coding RNA molecules longer than 200 nucleotides. They regulate gene expression by recruiting
specific factors or promoting chromatin relaxation at the promoters of their target genes, acting as
scaffolds for the assembly of protein complexes or interacting with miRNAs. They can act ‘in cis’, on
the expression of genes located in proximate chromosomal locations, or ‘in trans’, far from the locus
from which they are transcribed. IncRNAs appear to be involved in the regulation of a variety of
processes, including plant development and reproduction, wood formation, nutrient uptake and stress
response. Despite the evidence of the involvement of IncRNAs in these dynamics, a comprehensive
understanding of their role in is currently lacking for most woody species, including willows.

The present work has been carried out in the frame of the SONATA Bis PurpleWalls project
(https://sites.google.com/site/purplewallspublico/ ) that focuses on the role of DNA methylation
underlying phenotype determination and adaptation mechanisms in the model willow Salix purpurea.
In this work, 48 transcriptomic libraries generated from S. purpurea roots, stems, bark and xylem were
screened to highlight the genes and the IncRNAs differentially expressed among these tissues. A total
of 5,157 IncRNAs were identified in the analyzed transcriptomes. The first analysis revealed 1,440
IncRNAs differentially expressed among these tissues, with 1,248 IncRNAs expressed in xylem.
Correlation analyses between IncRNAs and mRNAs revealed 810 ‘in cis’ and 50,272 ‘in trans’ co-
expressed pairs. Preliminary analyses of KEGG pathways and Gene Ontology have been performed

suggesting that mineral homeostasis and transcriptional regulation are among the most enriched
functions. Given the relevance of Salix spp. as biomass sources for energy and pharmaceutical
compounds, the research are being focused on wood and bark tissues. The first results on the role of
these putative IncRNA in these tissues will be presented and discussed.

The research was supported by National Science Centre, SONATA BIS 5 (UMO-2015/18/E/NZ2/00694)
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Asocjacje genomowe zmian parametrow testu OJIP zwigzanych z reakcja
na susze glebowg u jeczmienia, czyli zmiany parametrow fluorescencji
chlorofilu w czasie suszy nie wigzg si¢ ze zmianami aktywnosci
fotosyntetycznej

Marcin Rapacz', Magdalena Wéjcik-Jagta', Anna Fiust', Hazem M. Kalaji’, Janusz Koscielniak'

'Katedra Fizjologii, Hodowli Roslin i Nasiennictwa, Uniwersytet Rolniczy, ul. Podluina 3,
30-239 Krakow
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02-776 Warszawa
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W warunkach suszy glebowej oraz w warunkach kontrolnych fenotypowano sto dziewig¢ linii
jeczmienia jarego. Zmierzono parametry indukcji fluorescencyjnej chlorofilu (OJIP), zawarto§¢ wody
w lisciach, wzgledng turgorescencj¢, intensywnos¢ asymilacji netto (PN) oraz efektywno$¢
wykorzystania wody (WUE). Wszystkie badane linie byly genotypowane za pomocg technologii
sekwencjonowania DArT (DArTseq). Do mapowania asocjacyjnego wykorzystano 11 780
polimorficznych markerow DArTseq 1 4 725 DArTseq SNP. Wyniki ujawnily odmienne wzorce
zalezno$ci migdzy parametrami OJIP w warunkach kontrolnych i w czasie suszy. Wysoki poziom
korelacji pomiedzy parametrami charakteryzujacymi efektywnos¢ energetyczng putapkowania energii
$wietlnej w fotosystemie II (PSII) (Fv/Fm) a zdarzeniami fotochemicznymi zachodzacymi za centrum
reakcji PSII (np. Performance Index-PICSo) zaobserwowano tylko w przypadku roslin poddanych
dziataniu suszy.

Parametry OJIP byty z kolei skorelowane z zawarto$cig wody w lisciach, przy czym zalezno$¢ ta
byta stabsza w kontroli. Korelacja parametrow OJIP z WUE byla juz stabsza, a w przypadku PN byta
ona juz statystycznie nieistotna. W warunkach stresu suszy stwierdzono 6,252 asocjacje genotyp X
fenotyp, pomigdzy badanymi 23 cechami fenotypowymi (w tym 19 parametréw OJIP) a 2,721
markerami. Z drugiej strony tylko 282 asocjacje przeszly weryfikacje statystyczng w kontroli.
Dotyczyty one 22 parametréw fenotypowych i 205 markerow.

Badania adnotacji genowych sekwencji wykonano dla: 1) markerow zwigzanych z Fv/Fm
zaro6wno dla suszy jak i kontroli; 2) markerow, ktore byly zwigzane z badanymi cechami zarowno w
kontroli jak 1 w suszy, a takze 3) dla markerow zwigzanych zarowno z parametrami OJIP jak i innymi
parametrami fizjologicznymi w warunkach suszy.

Wyniki wskazaty na to, Ze susza réznicuje badane linie poprzez ujawnienie zalezno$ci mi¢dzy
zawarto$cig wody a uszkodzeniami centrow reakcji PSII lub réznych sktadnikéw tancucha przesytu
energii PSII. Ponadto parametry fluorescencji chlorofilu nie byty zwigzane z obserwowanymi réznicami
w intensywnosci fotosyntezy netto.
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Analiza genetyczna zaburzen tworzenia nalotu woskowego zyta

Natalia Lenarczyk!, Magdalena Goralska', Anna Bienias, 'Kamila Kaploniak®, Ilona Czyczylo-
Mysza’, Agnieszka Grgdzielewska®, Beata Myskow'

! Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, ul. Stowackiego 17, 71-434 Szczecin
?Instytut Fizjologii Roslin PAN Krakoéw, ul. Niezapominajek 21, 30-239 Krakéw

3 Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Akademicka 15, 20-950 Lublin
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Jedna z charakterystycznych cech zyta (Secale cereale L.) jest niebieskawa barwa ros$lin
pochodzaca od epikutikularnego nalotu woskowego, ktory moze czgsciowo warunkowa¢ odpornosé
ro$lin na niekorzystne warunki klimatyczne oraz stresy biotyczne. Woski sg ztozonymi mieszaninami
pochodnych dtugotancuchowych kwasow thuszczowych, nasyconych alkoholi, aldehydow, ketonow,
kwasow ttuszczowych, estrow i alkanow, zatem kontrola genetyczna ich tworzenia jest zalezna od wielu
genow.

Celem prac bylo poznanie genetycznego podtoza tworzenia okrywy woskowej zyta
zwyczajnego w odniesieniu do trzech niezidentyfikowanych genow, ktérych mutacje powoduja
zaburzenia w formowaniu typowego nalotu, okre§lanych w skrocie jako inhibitory wosku. Ustalono
lokalizacj¢ chromosomowa trzech réznych inhibitorow wosku na trzech mapach genetycznych,
skonstruowanych z uzyciem markerow DArTseq, RAPD i SCAR. Mutacje zaburzajgce tworzenie
wosku zostaly zlokalizowane na chromosomie 2R (populacja BK2) i na 7R (populacje BM2 i BSR).

Na potrzeby analizy poréwnawczej transkryptomow linii wsobnych typowych i z mutacjami
zaburzajacymi tworzenie nalotu woskowego 1 identyfikacji transkryptéw zwigzanych z tworzeniem
wosku 1 gospodarka lipidowa wykonano sekwencjonowanie RNA czterech par NIL (Hi-Seq2000,
[llumina) oraz analiz¢ anotacji funkcjonalnych. Pula sekwencji referencyjnych liczyta 218 935
kontigdéw o catkowitej dtugosci ok. 183 min nt. Wsrod transkryptow, ktore wykazywaty istotne roznice
w poziomie ekspresji migdzy parami NIL (differentially expressed genes, DEQG), wytypowano
kilkanascie zwigzanych z tworzeniem si¢ wosku oraz kilkadziesigt zwigzanych z kwasami
thuszczowymi 1 lipidami. Zmierzajac do lokalizacji DEG na mapach genetycznych zyta dokonano
identyfikacji polimorfizmu wewnatrz sekwencji wybranych transkryptow. Zaprojektowano i
przetestowano tgcznie 406 par starterow, z czego 69 1 55 par wykazywato polimorfizm migdzy liniami
rodzicielskimi populacji BSR i BM2 a 31 i 22 pary starterow - w calych populacjach.

Ponadto dokonano oceny zwiazku miedzy obecnoscig typowej/nietypowej okrywy woskowej
a cechami takimi jak: wysokos¢ roslin, liczba pedow, dlugos¢ klosa, liczba ktoskow, liczba i masa
ziaren. Materiat badawczy stanowily populacje zyta zwyczajnego; analizowano po okoto 250 roslin
pokolenia F, o$miu mieszancow miedzyliniowych. W wickszosci przypadkéw nie stwierdzono
istotnych zalezno$ci migdzy obecno$cig nalotu woskowego a badanymi cechami morfologicznymi.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: UMO-2015/17/B/NZ9/01694)
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Jeczmienny mikroRNA172b-5p jest zaangazowany w regulacje poziomu
kinazy SnRK2 podczas stresu niedoboru wody

Aleksandra Swida—Barteczka], Andrzej Pacak], Katarzyna Kruszka], Agnieszka Ludwiko’wz,
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MikroRNA (miRNA) to krotkie, 19-24 nukleotydowe czasteczki RNA regulujace ekspresje
gendw na poziomie potranskrypcyjnym. Regulacja ta zachodzi poprzez indukowanie cigcia lub
zahamowanie translacji docelowych mRNA. Ekspresja jeczmiennych, konserwatywnych miRNA w
stresie niedoboru wody i po ponownym podlaniu zostata okreslona metoda sekwencjonowania (ang.
Next Generation Sequencing, NGS). Docelowe mRNA dla scharakteryzowanych miRNA
zidentyfikowano analizujac degradomowy RNA technikg PARE (ang. Parallel Analysis of RNA Ends).
Jednym ze zidentyfikowanych, docelowych mRNA jest mRNA kinazy SnRK2, rozpoznawany przez
miRNA172b-5p. Sekwencja docelowa, rozpoznawana przy przez miRNA172b-5p znajduje si¢ w
3’UTR i jest specyficzna gatunkowo. Aktywno$¢ SnRK2 jest indukowana stresami abiotycznymi i jest
ABA-zalezna. Z kolei ekspresja miRNA172b-5p ulega obnizeniu w stresie niedoboru wody i powraca
do normalnego poziomu po nawodnieniu rosliny. Analiza sekwencji prekursora miRNA172b-5p (pri-
miRNA172b) wykazata, ze z komplementarnego ramienia spinki pri-miRNA (pre-miRNA) powstaje
druga, funkcjonalna czgsteczka miRNA-miRNA172b-3p. Kierunki zmian ekspresji miRNA172b-5p i
miRNA172b-3p wywotane susza sg rdzne, co sugeruje potranskrypcyjna regulacje dojrzewania obu
czasteczek. Podsumowujac, poznaliSmy ekspresje konserwatywnych miRNA jeczmienia w stresie
niedoboru wody i po ponownym podlaniu. Dane te wskazujg, ze cz¢$cig odpowiedzi roslin na stres
niedoboru wody jest potranskrypcyjna regulacja dojrzewania miRNA. Wykazalismy, ze ekspresja
SnRK2 jest regulowana przez miRNA172b-5p.

Badania zostaly sfinansowane z nast¢pujacych zrodet: POLAPGEN-BD UDA.POIG.01.03.01-00- 101/08, subject
20: "The role of micro RNA in regulation of mechanisms leading to drought adaptation in plants”, Innovative
Economy Programme 2007-2013, subject ,,Biological progress in agriculture and environment protection”; grant
statutowy Zaktadu Ekspresji Genow, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu (S/P-
B/020) przyznany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; KNOW — Krajowy Naukowy Os$rodek
Wiodacy, Poznanskie Konsorcjum RNA finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; grant
2016/23/BIN29/00862 przyznany przez Narodowe Centrum Nauki, NCN.
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Enzymy systemu antyoksydacyjnego jako markery mrozoodpornosci
traw pastewnych kompleksu Lolium-Festuca
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Reaktywne formy tlenu (RFT), jako wazny produkt metabolizmu tlenowego, petmia z jednej
strony rolg czasteczek sygnatowych, z drugiej moga wpltywacé negatywnie na funkcjonowanie
poszczegdlnych organelli komodrkowych, powodujac peroksydacje biatek, lipidow i kwasow
nukleinowych. Scista regulacja poziomu RFT w komérkach, w zaleznosci od warunkéw $rodowiska,
etapu rozwoju, organu, tkanki i typu komorek, jest zatem kluczowa dla prawidtowego rozwoju roslin
i ich reakcji na czynniki §rodowiskowe.

Podczas zimy, rosliny narazone sg na dziatanie licznych czynnikow stresowych (m. in. stres
niskiej temperatury, stres $wietlny oraz stres biotyczny, w tym patogeny, bedace przyczyng plesni
$niegowej) wplywajacych na ich metabolizm. Formy introgresywne Lolium/Festuca, moga by¢
doskonatym i unikatowym materialem roslinnym do prowadzenia badan nad fizjologiczno-
molekularnymi mechanizmami odporno$ci roslin na stresy srodowiskowe, w tym na stresy zimowe.
Materialem roslinnym wykorzystanym w prowadzonych badaniach byly tetraploidalne formy
introgresywne zycicy wielokwiatowej (L. multiflorum) 1 kostrzewy trzcinowej (F. arundinacea),
réznigce si¢ potencjalem mrozoodpornosci. Analizowano poziom RTF, aktywno$¢ wybranych
enzymoOw systemu antyoksydacyjnego, ekspresj¢ genow, kodujacych te enzymy oraz poziom ich
akumulacji w wybranych punktach czasowych hartowania na mr6z oraz w warunkach kontrolnych.
Wykazano, ze badane formy introgresywne réznity si¢ reakcja systemu antyoksydacyjnego na
hartowanie w niskiej temperaturze. Roznice te byly zwigzane zardwno z poziomem RFT, jak i z
poziomem integralnosci blon biologicznych w komorkach. Aktywnos$¢ systemu antyoksydacyjnego
moze by¢ wiec waznym wskaznikiem poziomu mrozoodpornosci badanych mieszancow traw
pastewnych kompleksu Lolium-Festuca.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2017/25/N/NZ9/00001)
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Ocena tolerancji stresu suszy dwoch typow sadzonek - otrzymanych w
kulturach in vitro i z rizomow, wybranych genotypow traw z rodzaju
Miscanthus

Joanna Cerazy-Waliszewska, Stanistaw Jezowski, Karolina Sobanska, Aurelia Slusarkiewicz-Jarzina,
Tomasz Pniewski

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: tpni@igr.poznan.pl

Trawy wieloletnie z rodzaju Miscanthus zostaty sprowadzone do Europy na poczatku XX wieku
z Azji Wschodniej, poczatkowo jako rosliny ozdobne. Jednakze pod koniec ubiegtego wieku rozpoczgto
badania nad wykorzystaniem ich biomasy lignino-celulozowej jako surowca energetycznego, gt. do
produkc;ji peletu i biopaliw oraz do otrzymywania r6znych bioproduktéw. Miskant doskonale rosnie na
glebach lekkich i marginalnych, czgsto zdegradowanych w wyniku dziatalnosci przemystowej. Wcigz
jednak istotnym problemem pozostaje jego wrazliwos¢ na stresy abiotyczne, gtdéwnie dtugotrwala suszg
i niskie temperatury. Szczegélnie wrazliwe sa sadzonki i mtode pedy rozwijajace si¢ w okresie
wiosennych wschodow.

Celem badan byto poréwnanie tolerancji stresu suszy dwoch typow sadzonek — otrzymanych
w kulturach in vitro wg nowo opracowanej metody oraz tradycyjnie z rizomoéw, wybranych genotypow
M. x giganteus, M. sinensis 1 M. sacchariflorus.

Reakcje roslin za stres suszy okre§lano poprzez obserwacje morfologii i pomiary parametrow
wybranych proceséw fizjologicznych: fluorescencji chlorofilu i wymiany gazowej fotosyntezy,
uwodnienia tkanek (RWC) i integralnosci blon komorkowych mierzonej za pomocg wycieku
elektrolitow (EL).

Analiza zmian w fizjologii ros§lin wykazata réznice w tolerancji suszy glownie pomigdzy
genotypami miskanta. Sposrod sadzonek in vitro najwicksza wrazliwo$cia na stres, gldwnie wyrazong
jako spadek fluorescencji chlorofilu, charakteryzowaty si¢ genotypy M. x giganteus (zwlaszcza Mxg4),
a najnizsza genotypy M. sinensis (szczego6lnie Msl16). Odwrotny efekt zaobserwowano natomiast
w przypadku sadzonek rizomowych. Jednakze poza wymienionymi, nie stwierdzono znaczacych réznic
pomigdzy typami sadzonek pod wzgledem wigkszosci badanych parametrow fizjologicznych. Wynik
ten, w polaczeniu z wysoka wydajnos$cig propagacji miskanta w kulturach in vitro, potwierdza znaczny
potencjat sadzonek in vitro jako materiatu wyjsciowego dla upraw miskanta.

Uzyskane wyniki pozwolity rowniez stwierdzi¢, ze¢ RWC i EL s3g najbardziej odpowiednimi
markerami fizjologicznymi, umozliwiajagcymi skuteczng selekcj¢ genotypoéw miskanta w odpowiedzi
na deficyt wody.
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Roznorodnos¢, diagnostyka, zwalczanie i monitoring zanieczyszczen
oraz patogenow grzybowych w ekologicznej uprawie owocow miekkich

Magdalena Frgc

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk, ul. Doswiadczalna 4,
20-290 Lublin
e-mail: m.frac@ipan.lublin.pl

Ekologiczna produkcja owocow migkkich nalezy do jednych z najbardziej wymagajacych
systemoéw uprawy, ze wzgledu ogromnag réznorodno$¢ zagrozen ze strony zanieczyszczen
mikrobiologicznych i roslinnych patogendow grzybowych. Sektor owocow migkkich, a zwlaszcza
produkcja truskawek, pelni bardzo wazng role w produkc;ji rolniczej 1 ogrodniczej wielu krajow. Dlatego
tez monitorowanie i eliminacja zanieczyszczen mikrobiologicznych oraz fitopatogenow grzybowych, w
tym mikroorganizméw pochodzenia glebowego, sg niezmiernie wazne dla utrzymania dobrej jakos$ci
zywnoSci oraz wysokiej wartosci technologicznej i przemystowej owocow.

Jako$¢ mikrobiologiczna owocoéw tatwo moze przyczyni¢ si¢ do niekorzystnego wplywu na
zdrowie ludzi i zwierzat, dlatego uwazana jest za jeden z wazniejszych wskaznikow ogolnej jakosci
surowcow przeznczonych do przetworstwa. Zgodnie z najnowszymi trendami polityki jako$ci zywnos$ci
w Polsce i Europie wymagania cigglego monitorowania zmian mikrobiologicznych surowcow
rolniczych stanowia wazny aspekt zapobiegania zagrozeniom zdrowia oraz obnizania strat
ekonomicznych. Jednym z waznych czynnikéw biologicznych, powodujacych straty ekonomiczne sa
grzyby termooporne, ktore sa w stanie przetrwaé proces pasteryzacji przemystowej, powodujac psucie
produktéw owocowych przetwarzanych termicznie. Dlatego tez jedynym sposobem skutecznej
eliminacji tych zanieczyszczen jest odpowiednie selekcjonowanie owocoéw. Tradycyjne metody
wykrywania grzybow termoopornych, ze wzgledu na dtugotrwale procedury badawcze nie znajduja
zastosowania w praktyce, dlatego tez waznym narz¢dziem diagnostycznym sg w tym przypadku metody
biologii molekularnej, ktére umozliwiaja szybka detekcje grzybow.

Coraz czgs$ciej na plantacje produkcyjne owocow migkkich sprowadzane sa nowe odmiany roslin,
pochodzace z roznych krajow, od ktérych zdrowotnosci zalezy powodzenie danej uprawy. W dobie
duzego zagrozenia upraw przez rodzime oraz nowe gatunki patogendow roslinnych, bardzo wazne jest
poznanie bior6znorodnosci grzybow i innych mikroorganizméw wystepujacych w glebie, materiale
roslinnym 1 owocach. Zdrowe eckosystemy sa niezbedne w celu zwigkszenia odpornosci i
zrownowazone] produkcji rolnej, co wymaga opracowania zasad monitoringu srodowiska na podstawie
wskaznikéw biologicznych, obejmujacych roéznorodnos¢ mikrobiologiczng. Rozwdj wielu technik
»omicznych” zwigkszyt dostgp do poznania mikrobiomu roslin, co doprowadzito do identyfikacji jego
powigzan z chorobami i ich kontroli. Zdrowe rosliny sg zwigzane ze swoimi mikroorganizmami dzieki
wspotpracy metabolicznej i wymianie molekut sygnalnych, a chore charakteryzujg si¢ zaburzeniami w
pracy mikrobiomu. Podejscie oparte na interakcjach roslin i mikroorganizméw moze by¢ réwniez
wykorzystane w celu poprawy tolerancji na stresy biotyczne i abiotyczne, gdyz mikroorganizmy
symbiotyczne sg czesto zdolne do nadawania tolerancji na stres szerokiej gamie roznych gospodarzy
ro$linnych.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: DEC-2012/07/D/NZ9/03357) oraz
Narodowego Centrum Badan 1 Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG (numer umowy:
BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018)
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System informacji o roznorodnosci biologicznej GBIF
jako narzedzie w badaniach roslin uprawnych i ich patogenow

Piotr Tykarski', Julia Pawlowska', Malgorzata Jedryczka’

"Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych, ul. Zwirki
i Wigury 101, 02-089 Warszawa

’Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszyriska 34, 60-479 Poznar

email: ptyk@biol.uw.edu.pl

Global Biodiversity Information Facility (GBIF) oferuje dostep do najwickszego naukowego
zasobu danych biologicznych, wykorzystujacego obecnie gtownie zbiory okazéw i dane obserwacyjne.
Liczba wpisow (triada takson-miejsce-czas) w tym systemie wynosi obecnie ponad 1350 min,
udostgpnionych przez ponad 1,5 tys. uczestnikow w ponad 47 tys. bazach danych. Sie¢ jako organizacja
zapewnia ich koordynacje i dostarcza standardéw oraz technologii wymiany danych. Wszystkie dane
dostepne sa bezptatnie poprzez Portal www.gbif.org. Pomimo szybkiego przyrostu zasobow GBIF na
wielu obszarach i dla wickszosci gatunkow dane te sa wcigz dalekie od reprezentatywnos$ci. Dotyczy to
miedzy innymi glownych roslin uprawnych, dla ktérych dane w GBIF wydaja si¢ dobrze odzwierciedla¢
stan rzeczywisty tylko na poziomie globalnym. Wedtug danych GUS z roku 2018 uprawy pszenicy w
Polsce zajmowaly powierzchni¢ 2,4 min ha, a w GBIF sa reprezentowane przez zaledwie 7 tys. zgloszen,
z czego zaledwie 400 posiada dane lokalizacji, gtdwnie z potudniowo-wschodniej czgsci kraju. Jeszcze
mniej reprezentatywnie ewidencjonowane sg patogeny ro$lin. Dla przykladu glownia kukurydzy
Ustilago maydis (D.C.) Corda wystepuje w Polsce na 1-3% upraw, natomiast w GBIF brak
jakichkolwiek informacji na ten temat. Dane o roslinach tak i pastwisk sa znacznie lepiej
reprezentowane, np. dla trawy Festuca pratensis L. dostgpnych jest 3511 wpisow z terenu Polski. Co
ciekawe, dane te w wickszosci pochodza od amatorow, ktorych obserwacje trafiajg do GBIF poprzez
system spotecznosciowy iNaturalist. Okazuje si¢ wigc, ze znaczna cze$¢ danych w GBIF o
rozmieszczeniu gatunkow roslin w Polsce dostarczana jest przez srodowiska amatorskie. Tymczasem w
zasobach krajowych osrodkéw naukowych istniejg bogate zbiory danych, gromadzone przez
profesjonalistow, czesto w ramach instytucjonalnych systemow i programéw naukowych. GBIF
dostarcza sprawdzonych narzedzi i1 technologii wymiany danych, dzigki ktérym integracja informacji
rozproszonej w poszczeg6Olnych zrodtach i instytucjach staje si¢ kwestig bardziej organizacyjng niz
techniczng. Wspolpraca z GBIF w Polsce koordynowana jest przez Krajowag Sie¢ Informacji
o Bioréznorodnosci (www.ksib.pl). Wprowadzenie reprezentatywnych informacji do bazy GBIF
umozliwi szeroki dostgp spotecznosci naukowej (krajowej i miedzynarodowej) do tych danych
i stworzy szanse do nawigzania wspOlpracy w zakresie prac naukowo-badawczych. Udzial amatorow-
pasjonatow moze z kolei poszerzy¢ wiedz¢ naukowcow co do zasiggu wystgpowania okre§lonych roslin
i ich patogenéw i umozliwi wychwycenie form wystepujacych rzadko lub w nieoczekiwanych
lokalizacjach. Problemem wspolczesnego rolnictwa w zakresie fitopatogenow jest ich dostosowanie do
nowych roslin gospodarzy (ang. host jumps); wigksza liczba obserwatoréw i badania z wykorzystaniem
potencjatu tkwigcego w spoteczenstwie (ang. crowdsourcing) daje szanse na szybsze wykrywanie takich
zjawisk.
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Na co rolnikowi miedza? O warto$ci przyrodniczej gospodarstw
Stanistaw Switek, Zuzanna Sawinska

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Dojazd 11, 60-632 Poznan
e-mail: stanislaw.switek@up.poznan.pl

Rolnictwo sposrod wszystkich typéw uzytkowania gruntéw najsilniej oddziatuje na srodowisko
przyrodnicze. W skutek postepujacej intensyfikacji produkcji uproszczeniu ulega krajobraz, tracone sg
naturalne siedliska, zmniejsza si¢ liczba gatunkow roslin i zwierzat obecnych w krajobrazie wiejskim.
Zachodzace zmiany maja swoja ceng. Skutki zaburzenia homeostazy $rodowiska obserwowane sg
bezposrednio w produkcji polowej. Pojawiaja si¢ nowe agrofagi lub intensyfikuje si¢ oddzialywanie juz
tych znanych.

Na tle pozostatych krajow Europy rolnictwo w Polsce uwazane jest jednak wcigz, jako to o
najwyzszym poziomie bior6znorodnos$ci. Migdzy innymi ochronie tych zasobow miata stuzy¢ reforma
wspolnej polityki rolnej UE. W 2014 roku rolnicy w Polsce i catej wspolnocie zostali objeci doptatami
do tzw. Zazielenienia. Producent chcac otrzymacé doplaty zobowigzany jest utrzymac obszary
proekologiczne na powierzchni odpowiadajacej przynajmniej 5% gruntéw ornych. Zaliczane sa do nich
istniejace elementy krajobrazu takie jak drzewa, miedze, oczka wodne, ale rowniez dziatania takie jak
siew mig¢dzyplondw czy ugorowanie gruntdow. W ramach doptat coraz silniej wspierane sg
pozaprodukcyjne funkcje rolnictwa do ktérych nalezy ochrona i ksztaltowanie srodowiska, walka ze
zmianami klimatu, dostarczanie warto$ci estetycznych 1 kulturowych mieszkancom wsi.
Dotychczasowo jednak wiele programoéw, ktore byly realizowane nie przyniosto zaktadanych skutkow.
Za powod tego uznaje si¢ czesto nie uwzglednienie doswiadczenia i wiedzy producentow rolnych, od
ktoérych zalezy w koncu sukces kazdego przedsigwzigcia.

Ochrona srodowiska przyrodniczego, zwigkszenie poziomu biordéznorodnosci w ramach celowe;j
dziatalnosci rolnika, moze przynies¢ wymierne korzysci rolnikom dzigki intensyfikacji ustug
ekosystemowych. Zazielenienie moze si¢ do tego przyczynic.
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Wplyw warunkow troficznych na procesy wzrostowe i metaboliczne
wybranych gatunkow zielenic

Agata Piasecka, Izabela Krzeminska

Instytut Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk, ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin
e-mail: a.palcowska@ipan.lublin.p!

Zielenice stanowig bardzo zréznicowang gromade glonéw a ich biomasa komorkowa jest obecnie
jednym z najbardziej obiecujacych substratow wykorzystywanych do pozyskiwania bioproduktow,
bedacych pierwotnymi lub wtéornymi metabolitami koméorkowymi o szerokim spektrum zastosowan.
Zielenice charakteryzujg si¢ zdolno$ciami adaptacyjnymi do zmian zachodzacych w srodowisku
i plastycznosciag metabolizmu komoérkowego, co pozwala na modyfikacje proceséw wzrostowych
i sktadu biochemicznego komorek. Regulacja metabolizmu zielenic jest mozliwa m. in. dzigki
modyfikacji sktadu pozywki hodowlanej i zmianie warunkéw troficznych. Duze mozliwosci
pozyskiwania metabolitow wykazuja miksotroficzne hodowle zielenic, zwlaszcza w przypadku
zastosowania jako zrodlo biogenow ubocznego lub odpadowego produktu przemystowego np.
pochodzenia rolniczego.

Gloéwny celem eksperymentu byta analiza mozliwosci wykorzystania melasy buraczanej
w hodowlach fotoheterotroficznych i miksotroficznych glonéw jednokomorkowych Parachlorella
kessleri, Tetradesmus obliquus 1 Chlorella sorokiniana oraz scharakteryzowanie przebiegu procesow
wzrostowych 1 podstawowych procesow metabolicznych zachodzacych w komoérkach zielenic
w wyniku suplementacji melasg buraczang.

W celu okre$lenia wplywu warunkow troficznych na przebieg procesow wzrostowych
i metabolicznych glondéw P. kessleri, T. obliquus 1 C. sorokiniana wykonano pomiary stezenia biomasy
komorkowej 1 wyznaczono krzywe wzrostu w warunkach kontrolnych (autotroficznych)
i doswiadczalnych (fotoheterotroficznych i miksotroficznych) oraz okreslono podstawowe parametry
wzrostu. Okreslono réwniez wplyw analizowanych warunkow na zawarto$¢ lipidow, bialek
i weglowodanow oraz na zmiany w profilu kwasow thuszczowych ze szczegdélnym uwzglednieniem
kwasow thuszczowych C16-C18.

Z badan wynika, melasa buraczana wykorzystywana jest przez analizowane zielenice
w fotoheterotroficznych i miksotroficznych warunkach wzrostu, wptywajac na przebieg ich krzywych
wzrostu 1 dlugo$¢ poszczegélnych faz wzrostu. Zastosowane fotoheterotroficzne i miksotroficzne
warunki byly optymalne dla wzrostu i rozwoju komoérek glonéw. Analizy wykazaly, ze biomasa
komoérkowa charakteryzowata si¢ wysoka zawartoscig biatka oraz niska zawartoscig lipidow.
W profilu kwasoéw thuszczowych komoérek glonow wzrastajacych w warunkach fotoheterotroficznych
i miksotroficznych dominowaty kwasy C16-C18.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2017/25/N/NZ9/01785)
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Bioinformatyka i genomika ewolucyjna w badaniach metabolizmu

wtornego
Grzegorz Koczyk

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: gkoc@igr.poznan.pl

Kluczowa rolg w interakcjach roslin, ich patogendow oraz otaczajacego srodowiska odgrywaja
metabolity wtorne. W warunkach polowych, biosynteza i aktywno$¢ tych niezwykle réznorodnych
zwiazkow organicznych, pozwala organizmom przetrwac liczne stresy biotyczne i abiotyczne. Mimo
szybkiego przyrostu danych "omicznych" i charakterystyki wielu modelowych producentow
roznorodnych bioaktywnych substancji, w wielu przypadkach mechanizmy regulacyjne oraz genetyczne
zrodta roznorodnosci jakosciowej i ilosciowej metabolitow sa wcigz niewystarczajaco zbadane.

Kluczowa role w wykorzystaniu coraz liczniejszych danych genomowych, odgrywa zrozumienie
funkcji genéw w kontekscie ich pochodzenia. Wykorzystanie metod bioinformatycznych i
filogenetycznych, ulatwia analiz¢ informacji funkcjonalnych w formie "map drogowych" — zasobow
taczacych wiedze o funkcji/ekspresji genéw z informacja o ich pochodzeniu (wskutek dziedziczenia
wertykalnego, horyzontalnego transferu lub powielenia informacji genetycznej). Szerokie analizy
ewolucyjne zmierzajg do scharakteryzowania ewolucji rodzin genowych w kontekscie wielu genomow,
jak rowniez warunkujg powodzenie badan translacyjnych potwierdzajacych rolg¢ gendéw pierwotnie
zidentyfikowanych w zasobach referencyjnych. Identyfikacja kluczowych dla biosyntezy czynnikow
regulacyjnych, enzymoéw oraz mechanizmoéw ich wspotdziatania pozwala na uzycie, powstajacych na
podstawie danych "omicznych", wdrozen (np. biomarker6w), rowniez na potrzeby hodowli lub ochrony
ro$lin. Na wybranych przyktadach biosyntezy toksycznych metabolitow (m. in. grzybowych laktonow
benzenodiolowych), omoéwiono rolg bioinformatyki ewolucyjnej w interpretacji dostgpnych zasobow
genomowych oraz nowych danych w badaniach podstawowych i stosowanych.

Badania cz¢éciowo finansowane z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2016/21/B/NZ9/01875)
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Identyfikacja genow kandydujacych na cechy udomowienia tubinu
waskolistnego (Lupinus angustifolius L..) metoda mapowania ekspresyjnych
cech ilosciowych

Michat Ksigzkiewicz, Piotr Plewinski, Sandra Rychel, Elzbieta Rudy, Pawet Krajewski, Bogdan Wolko

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, Strzeszynska 34, 60-479, Poznan
e-mail: mksi@jigr.poznan.pl

Lubin waskolistny (Lupinus angustifolius L.) jest gatunkiem uprawnym z rodziny bobowatych,
cenionym ze wzgledu na wysoka zawartos¢ biatka o korzystnym sktadzie aminokwasowym. Ponadto,
hubiny sg preferowane w rotacyjnych systemach uprawy roli, bowiem przyczyniaja si¢ do poprawy
struktury gleby a takze jej wzbogacenia w zwiazki azotowe w procesie symbiozy diazotroficznej. W
toku udomowienia lubinu waskolistnego zidentyfikowano allele warunkujace cechy o korzystnym
znaczeniu rolniczym. Sg to m.in. takie cechy jak niska zawarto$¢ alkaloidow (locus iucundus),
wczesnos¢ kwitnienia wynikajaca z obnizonych wymagan wernalizacyjnych (Ku/Julius), zredukowane
pekanie strakoéw (lentus and tardus) i przepuszczalno$¢ okrywy nasiennej umozliwiajgca rownomierne
kietkowanie nasion (mollis). Cechy te segreguja w populacji mapujacej i zostaly naniesione na mape
genetyczna.

Celem przeprowadzonych badan byta identyfikacja genow, ktorych ekspresja jest regulowana
przez czynniki zlokalizowane w obrebie loci wspomnianych cech uzytkowych. Wykonano profilowanie
RNA linii wsobnych populacji mapujacej w fazie juwenilnej 1 generatywnej metoda
wysokoprzepustowego sekwencjonowania koncow 3’ cDNA (ang. massive analysis of ¢cDNA ends,
MACE). Uzyskano 4185 markeréow polimorfizmu pojedynczego nukleotydu reprezentujacych 3536
gendw 1 645 nieadnotowanych loci. Do mapowania uzyto takze 10 nowo opracowanych markeré6w na
konce klonéw BAC, 7 loci cech uzytkowych i 8 sprzgzonych z nimi markeréw selekcyjnych, a takze
109 markeréw klonow BAC pochodzacych z prac ukierunkowanych na integracje mapy
chromosomowej z grupami sprzezen. W 20 grupach sprz¢zen mapy genetycznej zmapowano tacznie
4293 markery (od 144 do 304 markerow na grupe), rozmieszczone w 1735 loci. Laczna dlugos¢ mapy
wyniosta 2163.63 cM. Zwigkszono stopien integralnosci sekwencji genomu przypisujac za pomoca
nowych markeréw 209 dotychczas niezmapowanych skafoldow do pseudochromosomow, w regionach
obejmujacych takze loci niektorych cech uzytkowych.

Okreslono profil ekspresji dla 30595 genow, przy czym 23557 gendéw wykazalo niezerowy
poziom ekspresji w co najmniej 50% badanych linii wsobnych, z czego 15686 genow we wszystkich
liniach. Mapowanie loci ekspresyjnych cech ilosciowych (e-QTL) wykazato ko-segregacje 61 loci e-
QTL dla iucundus, 25 dla Ku, 9 dla leucospermus, 6 dla lentus, 2 dla tardus 1 1 dla mollis. Adnotacja
funkcjonalna sekwencji pozwolila na zidentyfikowanie genow kandydujacych dla kazdej z badanych
cech uzytkowych oraz okreslenie szlakow metabolicznych uczestniczacych w warunkowaniu
poszczegdlnych wzorcow fenotypowych.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (numer projektu: PBS3/A8/28/2015,
SEGENMAS)
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Odleglos¢ Mash oraz inne odleglosci jako narzedzie do analizy danych
transkryptomicznych

Maria Nuc, Pawet Krajewski

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: mnuc@igr.poznan.pl

W czasach, gdy sekwencjonowanie staje si¢ coraz bardziej wydajne i nieraz pojedyncze
eksperymenty generuja ogromne ilosci danych, naukowcy potrzebuja skutecznych metod
matematycznych, ktére pozwola w rozsadnym czasie wytuskac¢ z otrzymanych wynikéw najwazniejsze
informacje.

Kiedy mowa o porownywaniu danych, jednym z pierwszych poje¢, ktore przychodza na mysl,
jest odleglos¢. Bardzo istotng kwestig w stosowaniu odlegtosci jest zdefiniowanie jej tak, aby liczenie
jej wartosci pozwalato otrzymac informacje o interesujgcych nas cechach. Nie ma jednej funkcji dajace;j
odpowiedzi na wszystkie nurtujgce nas pytania.

W tej prezentacji przedstawimy parg przyktadow odleglosci, ktore mozna zastosowac w analizie
danych transkryptomicznych uzyskanych przez sekwencjonowanie nowej generacji. Jedng z nich jest
odlegto§¢ Mash. Nastgpnie wyjasnimy dzialanie algorytmu liczacego odlegtos¢ Mash. Pokazemy
rowniez wyniki analiz danych wygenerowanych sztucznie oraz danych uzyskanych eksperymentalnie.
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Postep biologiczny i aktualne metody wdrozone do polskiej i Swiatowej
hodowli roslin

Maltgorzata Niewinska

Danko Hodowla Roslin Sp. z o.o.
e-mail: malgorzta.niewinska@danko.pl

Postgp biologiczny to doskonalenie cech genetycznych organizméw zywych w kierunku
podniesienia wydajnosci i1 jakosci produkcji. W hodowli roslin efektem postgpu biologicznego,
osigganego dzicki nowym metodom prac hodowlanych i nowym sposobom zmiany genotypu roslin sg
nowe, lepsze odmiany. Nowa odmiana musi charakteryzowa¢ si¢ poprawionym i stabilnym plonem,
wysoka wartoscig zywieniowa, paszowa, badz technologiczng, a takze zwigkszong odpornoscia na
czynniki biotyczne i abiotyczne. Wprowadzanie i upowszechnianie postepu dzigki nowym odmianom
odbywa si¢ poprzez kwalifikowany material siewny. Wedhug danych GUS, kwalifikowany material
siewny w przypadku zboz wysiewany jest w Polsce na areale 17% caltkowitej powierzchni uprawy.

Proces tworzenia nowej odmiany jest kosztowy i dlugotrwaly. Skrocenie cyklu hodowlanego
pozwala znaczaco obnizy¢ koszt wytwarzania nowych odmian. Metody wdrozone w hodowli roslin w
polskich firmach, takie jak uzyskiwanie podwojonych haploidow w kulturach in vitro, metoda
pojedynczych nasion SSD (ang. single seed descent) oraz korzystanie ze szkotek zimowych, pozwalajg
osiggna¢ ten cel wezesniej o kilka lat.

Wdrazanie postgpu biologicznego mierzonego wysokoscig plonu to rowniez rozwdj hodowli
mieszancowej, a wiec wykorzystanie zjawiska heterozji, czyli bujno$ci mieszancoOw pierwszego
pokolenia.

Waznymi elementami majacymi wpltyw na wykorzystanie postgpu biologicznego wnoszonego
przez nowe odmiany sa warunki $rodowiskowe w tym niekorzystne zmiany klimatu, technologia
uprawy, dobdr odmiany oraz wiedza agrotechniczna rolnika.

Woazrastajgce zainteresowanie produktami ekologicznymi czy odnawialnymi Zzrédtami energii daje
mozliwo$¢ wykorzystania nowych odmian w tych kierunkach.

Dynamiczny rozwo6j biologii molekularnej umozliwia stosowanie w praktyce precyzyjnych
systemOow markerow molekularnych gléwnie w hodowli odpornosciowej. Obecnie firmy hodowlane o
$wiatowym zasiegu w coraz wigkszym stopniu skupiaja si¢ na selekcji przy uzyciu technik
molekularnych, a w szczego6lnosci selekcji genomowej. To nowoczesne podej$cie w hodowli polega na
opracowaniu modelu przewidywania warto$ci hodowlanej na podstawie informacji o markerach
rozproszonych w catym genomie.

Nieustanna konkurencja na rynku polskim i europejskim wymaga szybkiego dostarczania
nowych produktéw o odpowiednich parametrach. Niezbedne jest korzystanie z nowoczesnych metod,
technologii i inwestowania w badania, aby zapewni¢ szeroko rozumiane bezpieczenstwo zywnosciowe.
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Opracowanie markerow molekularnych wspomagajacych selekcje roslin
buraka cukrowego w kierunku odpornos$ci na rizomani¢ warunkowang
genem Rz/

Katarzyna Stelmach, Gabriela Machaj, Dariusz Grzebelus

Katedra Biologii Roslin i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytet Rolniczy
w Krakowie, al. 29 Listopada 54, 31-425 Krakow
e-mail: d.grzebelus@urk.edu.pl

Rizomania to choroba wirusowa wywolywana przez Beet Necrotic Yellow Vein Virus
(BNYVYV), ktérego wektorem jest mikroorganizm glebowy Polymyxa betae. Jest to jedna z najbardziej
ekonomicznie istotnych chorob buraka. Charakterystycznym symptomem porazenia jest tzw. broda
korzeniowa. Jedynym efektywnym sposobem kontrolowania rizomanii jest stosowanie odpornych lub
tolerancyjnych odmian. Znane jest kilka zrodet odpornos$ci na t¢ chorobg. Odporno$¢ na rizomanig typu
Holly ma charakter monogeniczny, dominujacy i jest warunkowana genem Rz/. Do oceny podatnosci
ro$lin w procesie hodowli odmian odpornych stosuje si¢ test ELISA. Alternatywg dla immunodetekcji
moze stac si¢ selekcja wspomagana markerami molekularnymi sprz¢zonymi z cechg odpornosci. Celem
badan byto opracowanie takich markerow w oparciu o polimorfizmy pojedynczego nukleotydu
zidentyfikowane we wczesniej przez nas wskazanym genie kandydujacym LOCI04888806.

W celu genotypowania dwoch polimorfizméw SNP zlokalizowanych w rejonie kodujagcym genu
LOC104888806 zaprojektowano oligonukleotydy dla systemu TagMan. Polimorfizmy te oznaczono
jako SNP9.1 1 SNP9.2. Weryfikacje skuteczno$ci genotypowania przeprowadzono przy wykorzystaniu
16 roslin buraka cukrowego o znanych genotypach (po szes¢ roslin Rz1/Rz1, rz1/rz1 oraz cztery rosliny
Rz1/rzl). W peli potwierdzono skuteczno$¢ opracowanego systemu genotypowania. Wiasciwe
genotypowanie przeprowadzono dla 204 roslin reprezentujacych 37 populacji o roéznej konstytucji
genetycznej pod wzgledem genu RzI. Sposrdd ocenianych populacji 19 bylo homozygotycznie
wrazliwych (rz1/rz1), a 13 homozygotycznie odpornych (Rz1/Rz1). Cztery populacje segregowaty pod
wzgledem genu RzI, a w przypadku jednej populacji wynik genotypowania markerem SNPO.1
wskazywal na obecnos¢ allelu wrazliwosci, a SNP9.2 na obecno$¢ allelu odpornosci, w obu
przypadkach wszystkie rosliny byty okreslone jako homozygoty.

System TaqMan opracowany w celu identyfikacji alleli genu Rz/ u buraka cukrowego moze by¢
wydajnym narzedziem wspomagajacym hodowlg nowych odmian tego gatunku, genetycznie odpornych
na rizomani¢. Pozwala on na jednoznaczna, precyzyjng i szybka analiz¢ wielu roslin w oparciu o
wystandaryzowang metodyke. Identyfikacja populacji, dla ktorej wyniki genotypowania SNP9.1 i
SNP9.2 okazaty si¢ sprzeczne, wskazuje, ze posiadany przez t¢ populacj¢ wariant genu LOC104888806
jest unikalny i w tym wypadku nie mozna okresli¢ reakcji roslin na infekcje. Konfrontacja wynikow
genotypowania z wynikami testu odporno$ciowego pozwoli na stwierdzenie, ktory z polimorfizmow
jest bardziej uniwersalny.
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Resynteza Brassica napus L. impulsem do tworzenia odr¢bnych pul
genowych dla hodowli mieszancowej rzepaku ozimego

Katarzyna Sosnowska, Laurencja Szata, Alina Liersch, Marcin Matuszczak, Teresa Cegielska-Taras

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy, Oddzial w Poznaniu,
ul. Strzeszynska 36, 60-479 Poznan
e-mail: k.sosnowska@nico.ihar.poznan.pl

Brassica napus (AACC) jest wazng ro$ling oleista, o krotkiej historii 1 zawezonym podtozu
genetycznym. Jednak waska baza genetyczna rzepaku stanowi ograniczenie dla hodowli nowych
odmian, przede wszystkim mieszancowych. W hodowli tej wykorzystuje si¢ bowiem zjawisko heterozji,
ktorej efekt zwigzany jest z odrebnoscia genetyczng linii rodzicielskich. Tworzenie heterotycznych pul
genowych u rzepaku jest duzym wyzwaniem ze wzgledu na jego pochodzenie i tradycyjng hodowle w
systemie wolnego zapylania. Na ogo6t nie istniejg pule heterotyczne dla rzepaku, a efekty heterozji sa
stosunkowo niskie w poréwnaniu do innych upraw mieszancowych (Lee et al. 2019). Nowe mozliwosci
stwarza synteza de novo B. napus z wysoce polimorficznych gatunkow rodzicielskich B. rapa (AA)
i B. oleracea (CC). Pozwala na wykorzystanie zmienno$ci genetycznej wystepujacej u gatunkow
ancestralnych B. napus i przeniesienie nowych genéw do linii rzepaku.

Odtwarzanie rzepaku z podgatunkéw ancestralnych stwarza nowg réznorodnos¢ genetyczng
jako podstawe¢ do poprawy heterozji, co wykazaty badania dystansu genetycznego. Jednak obserwacje
cytogenetyczne ujawnily niestabilno$ci genomowe w niektorych liniach resyntetyzowanych (RS). Linie
te charakteryzujg si¢ ponadto niska plennoscig oraz niosg niekorzystne wartosci uzytkowe. Dla dalszego
wykorzystania nowej roznorodno$ci genomowej linii RS, niezbednej do uzyskania wysokiego efektu
heterozji i dla poprawy cech agronomicznych, rzepak RS krzyzowany byt z genotypami podwojnie
ulepszonymi np. z liniami restorerami. Z uzyskanych w ten sposob mieszancow F; otrzymano populacje
linii DH semi-RS, sposrod ktorych mozliwy byt wybor podwojnie ulepszonych linii rzepaku z genem
restorerem (Rfo). Przedstawiony sposob postgpowania jest jednym z wariantow wykorzystania
roznorodnosci pochodzacej z B. rapa 1 B. oleracea do tworzenia heterotycznych pul genowych do
poprawy efektu heterozji u rzepaku. Skuteczno$¢ takiej strategii potwierdzity wyniki plonu mieszancoéw
eksperymentalnych, uzyskane w do§wiadczeniach polowych.

W celu dalszego zbadania tta genomowego obserwowanych roznic fenotypowych miedzy
rzepakiem RS i naturalnym, przeprowadzono réwniez genotypowanie SNP przy uzyciu mikromacierzy
DNA Brassica 60K Infinium™ firmy Illumina. Potaczenie nowoczesnych technik genotypowania z
precyzyjnym fenotypowaniem i zastosowaniem odpowiednich modeli statystycznych pomoze
hodowcom prognozowaé¢ wydajnos¢ mieszancow na podstawie profilu genomu linii rodzicielskich.
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Wykorzystanie technologii CRISPR/Cas9 w kontrolowanej mutagenezie
zduplikowanych genow BnaHB6 u rzepaku (Brassica napus L.)

Danuta Babula-Skowronska, Natalia Zyia, Joanna Fidler

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: dbab@igr.poznan.pl

Wiele genomdw roslin nasiennych, w tym gatunkéw z rodzaju Brassica, przeszto w przesztosci
co najmniej kilka cykli poliploidyzacji i intensywnej diploidyzacji. Konsekwencja tych zdarzen jest
obecnos¢ duzej liczby zduplikowanych gendéw, ktore tworza rodziny genowe. Te geny pomimo
wysokiego podobienstwa na poziomie sekwencji nukleotydowej mogg wykazywaé zmiany w poziomie
ekspresji (sub- i/lub neofunkcjonalizacja) w odpowiedzi m. in. na stresy sSrodowiskowe, a takze wplywac
na zmiany funkcji ich partneréw biatkowych. Aby pozna¢ role takich genow w np. rozwoju ro$liny,
metabolizmie lub odpornosci na abiotyczne i biotyczne czynniki stresowe, wykorzystywane sg techniki
inzynierii genetycznej. W ostatnich latach duze znaczenie odgrywa kontrolowana mutageneza przy
uzyciu systemu CRISPR/Cas9. Pozwala ona na dokonywanie precyzyjnych zmian w genomach réznych
organizmow. Jej korzys$cig w stosunku do wezesniejszych metod wyprowadzenia linii typu nokaut jest
to, ze umozliwia zmutowanie pojedynczego lub grupy kilku pokrewnych genow.

W naszych badaniach zastosowalismy technologie edycji genomu zar6wno do wyciszenia funkcji
wszystkich czterech paralogow genu BraHB6, a takze jego pojedynczych kopii u rzepaku (Brassica
napus L.). BnaHB6 nalezy do rodziny specyficznych dla roslin czynnikéw transkrypcyjnych HD-Zip
klasy I, ktore sg zaangazowane w regulacje wzrostu roslin, rozwoj oraz odpowiedzi na stres zalezne od
ABA. Kluczowym etapem przygotowania eksperymentu wykorzystujacego CRISPR/Cas9 jest wybor
wlasciwych sekwencji docelowych w genomowym DNA, rozpoznawanych przez kompleks Cas9-
gRNA. W tym celu wykorzystalismy program CRISPOR (http://crispor.tefor.net), ktéry umozliwit
wybranie odpowiednich sekwencji docelowych, aby zbada¢ efekty braku produktow biatkowych genow

BnaHB6. Obejmowaly one pojedyncza sekwencj¢ docelowa wspolng dla wszystkich paralogow genu
BnaHB6, wspolne sekwencje docelowe dla dwoch par ortologow (BraA04HB6a i BnaC04HB6a oraz
BnaA09HB6b 1 BnaCOSHBG6b) oraz pojedyncze sekwencje docelowe dla kazdego z czterech paralogéw
genu BnaHB6.

Wszystkie wybrane sekwencje zostaly zweryfikowane pod katem rozpoznania podobnych
sekwencji w genomie - tzw. ,off-targets”, aby wyeliminowa¢ niespecyficzne efekty mutagenezy.
Nastepnie przygotowaliSmy kasety ekspresyjne gRNA sktadajgce si¢ z promotora genu U3 lub U6
snRNA oraz sekwencji gRNA, ktore pozwolity wygenerowa¢ mutacje indukowane Cas9 w genach
BnaHB6. Aby okresli¢ wydajno$¢ mutacji przed transformacja w rzepaku, przeprowadziliémy ekspresje
przejsciowa w protoplastach B. napus.

Wstepne wyniki tych badan wskazuja na uzytecznos¢ technologii CRISPR/Cas9 w precyzyjnym
mutowaniu gendéw w obregbie rodzin genowych u rzepaku.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2016/23/B/N29/02175)
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Wplyw duplikacji na ekspresj¢ wybranych genow kodujacych czynniki
transkrypcyjne z rodziny HB w warunkach stresowych i ich oddzialywania
z fosfataza bialkowa ABI1 u rzepaku (Brassica napus L.)

Joanna Fidler', Agata Ciesla’, Natalia Zyial, Alicja Rzepczakz, Danuta Babula-Skowroriska'
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Procesy calogenomowej duplikacji i intensywnej diploidyzacji odegraty wazna rol¢ w adaptacji
organizmow do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych. Konsekwencja tych zjawisk jest to, ze
wigkszo$¢ genow reprezentowana jest przez wicksza liczbg paralogow (wariantow genowych). Geny te
pomimo wysokiej homologii sekwencji ujawniajg réznice w poziomie ekspresji (modele sub- i
neofuncjonalizmu). Z drugiej strony, obecno$¢ zduplikowanych genéw moze wplywa¢ na zmiany
funkcjonalne u ich bezposrednich partneréow biatkowych. Zaktada si¢ zatem, ze los zduplikowanych
gendw moze by¢ kontrolowany nie tylko przez ich zdolno$¢ do gromadzenia mutacji, ale rowniez przez
mozliwos$ci oddziatywania z ich parterami biatkowymi. W naszych badaniach skupili$émy si¢ na analizie
funkcjonalnej wybranych genow z rodziny BrnaHB u rzepaku (Brassica napus L.) oraz poznania ich
oddziatywan z ré6znymi izoformami BnaABI1. Geny BnaHB nalezg do rodziny specyficznych dla roslin
czynnikow transkrypcyjnych HD-Zip klasy [, ktore sg zaangazowane w regulacj¢ wzrostu ro$lin, rozwoj
oraz odpowiedzi na stres zalezne od ABA. Natomiast Bna4BII koduje fosfataze biatkowa typu 2C, ktora
jest centralnym, negatywnym regulatorem S$ciezek sygnalizacyjnych kontrolowanych przez kwas
abscysynowy.

Wybrane przez nas geny do badan reprezentowane sa przez wigksza liczbe kopii w genomie
rzepaku. Aby okresli¢ funkcjonalng redundancje lub dywergencj¢ zduplikowanych genow BnaHB oraz
BnaABII, ustaliSmy ich wzory ekspresji w odpowiedzi na wybrane stresy. Poziom ekspresji badany byt
w lisciach i korzeniach u roslin eksponowanych na stres solny i susz¢ w oparciu o technike qPCR.
Wyniki te pokazaly wyrazng roéznice w poziomach ekspresji u badanych genoéw, wskazujac na
dywergencje funkcjonalng paralogow genu BnaHB i BnaABIl w w/w warunkach stresowych. Istotnym
pytaniem jest zatem, jak ta dywergencja funkcjonalna paralogow badanych genow moze wptywac na
ich wzajemne oddziatywania. Aby okresli¢, ktore biatka BnaABI1 moga by¢ potencjalnie regulowane
przez wybrane czynniki transkrypcyjne z rodziny BnaHB, przeprowadziliSmy analiz¢ interakcji
pomigdzy tymi biatkami przy uzyciu dwuhybrydowego systemu drozdzowego.

Wstegpne wyniki tych badan wskazujg na obecnos¢ zréznicowanych oddziatywan biatko-biatko
pomigdzy izoformami biatek BnaHB 1 BnaABI1.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2016/23/B/N29/02175)
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Analiza ekspresji genow szlaku syntezy oligosacharydow w odmianach
grochu (Pisum sativum L.) nisko- i wysokooligosacharydowych

Magdalena Gawlowska', Wojciech Swiecicki', Lestaw Lahuta®, Wioletta Pluskota®, Mateusz Pluskotd’®
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Rosliny straczkowe, w tym groch, sa zrodtem weglowodanow, biatka, widkna, nienasyconych
kwasow ttuszczowych, mineratéw 1 witamin. Niemniej obecnos$¢ substancji antyzywieniowych, w tym
oligosacharydow (RFO), zmniejsza zywieniowg akceptowalno$¢ straczkowych. Jedzenie bogate w
oligosacharydy powoduje dyskomfort jelitowy, wzdecia, zarowno u cztowieka, jak i zwierzat
monogastrycznych, karmionych paszag z RFO. Wynika to z braku w przewodzie pokarmowym enzymu
— galaktozydazy, ktora hydrolizuje tancuchy RFO.

Profilowanie ekspresji genow zmierza do uzyskania obrazu aktywnos$ci genoéw i szlakow
metabolicznych, aktywnych w formach nisko i wysokooligosachrydowych. W badaniach wtasnych
oceniany byt poziom ekspresji syntazy galaktinolowej i rafinozowej w 8 odmianach, w 3 punktach
czasowych, z doswiadczenia w Poznaniu: wysokooligosacharydowych (Lasso, Wt2501, Medal,
Mecenas) i niskooligosacharydowych (Wt402, Wt2902, Wt2, Batuta). Zawarto$¢ oligosacharydow
oznaczona zostata z wykorzystaniem chromatografu gazowego na kolumnie kapilarnej ZEBRON ZB-
1. Oznaczono aktywno$¢ enzymow (nmol produktu/ 1 min. reakcji/ biatko z 1 g liofilizatu).

Dopracowano warunki dla optymalnej wydajnosci genow referencyjnych (tubulina, aktyna,
histon, czynnik elongacyjny) dla kazdego terminu zbioru nasion w 2019 r. Wigkszo$¢ genow pracowata
optymalnie w temp. 55C. Wydajno§¢ wahala si¢ od 1,93 do 2,12. Stwierdzono odmienne zawartosci
oligosacharydow w badanych odmianach grochu w r6znych latach (6.7-8.7 g/100g sm w 2016, 2.5 — 6.5
g/100g sm w 2017, 4.3-5.8 g/100g sm w 2018). Podobnie zaobserwowano zmiany w aktywnosci
enzymOw 1 ekspresji gendw. Porownujac grupe odmian wysokooligosacharydowych i
niskooligosacharydowych zaobserwowano zréznicowanie pod wzglegdem aktywnos$ci syntazy
galaktinolowej 866 v 2446 (nmol min™' g suchych nasion, 2017), 814v1030 (nmol min"' g suchych
nasion, 2018). Wedlug Peterbauer i Richter (2001) galaktinol moze shuzy¢ jako rezerwuar reszt
galaktozylowych, niezaleznie od metabolizmu pierwotnego. Syntaza galaktinolowa jest uwazana za
kluczowy enzym w regulacji akumulacji RFO. Autorzy deklaruja, ze jej aktywno$¢ jest pozytywnie
skorelowana z zawartoscig RFO w lisciach i nasionach r6znych gatunkéw roslin uprawnych. Niemnie;j
w badaniach wlasnych nie potwierdziliSmy powigzania pomi¢dzy zawartoscia RFO w nasionach u
grochu, a poziomem ekspresji genu GolS. Autorzy podkreslaja, iz niestabilno$¢ tego enzymu moze
powodowac niedoszacowanie jego aktywnos$ci w pomiarach in vivo.

Badania finansowano z Programu Wieloletniego ,,Zwigkszenie wykorzystania krajowego bialka paszowego dla
produkcji wysokiej jakosci produktow zwierzecych w warunkach zréwnowazonego rozwoj” 2016-2020
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Modelowy system wykorzystujacy CRISPR do badania funkcji i regulacji
genow marchwi in vitro

Miron Gieniec', Pavel Chaloupsky’, Tomasz Oleszkiewicz', Magdalena Klimek-Chodacka’,
Yiping OF, Rafat Baranski'

"Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Al 29 Listopada 54, 31-425 Krakéw
’Mendel University in Brno, Zemédelska 1, 61300 Brno, Czech Republic
3 University of Maryland, College Park, MD 20742, USA

e-mail: r.baranski@urk.edu.p!

Nowoczesne techniki edycji genomow wykorzystuja CRISPR (clustered-regularly interspaced
short palindromic repeats) oraz Cas (CRISPR associated proteins) do przeprowadzania precyzyjnych
zmian w genomie. Polegaja one na wprowadzeniu do docelowych komorek najczesciej genow
kodujacych biatka Cas o nukleolitycznej aktywnoS$ci oraz krotkich sekwencji RNA tzw. guide (gRNA
lub crRNA). Biatka Cas naprowadzane przez te krotkie RNA do homologicznych sekwencji w genomie
powoduja przerwanie podwojnej nici DNA, a btedy wystgpujace w trakcie komoérkowych procesow
naprawy uszkodzen DNA prowadza nastepnie do zmian w sekwencji DNA.

W stosunku do innych metod edycji genomu, techniki wykorzystujagce CRISPR/Cas sg znacznie
bardziej efektywne, szybsze i prostsze do zastosowania. Poniewaz kazdorazowo dostarczane elementy
systemu CRISPR/Cas do komorek docelowych moga generowa¢ mutacje z rdézna efektywnoscia,
zalezng m.in. od poziomu ekspresji biatek Cas, zasadne jest stworzenie uktadu modelowego o stalej
ekspresji Cas, co utatwiloby prowadzenie badan porownawczych. Dlatego, celem niniejszych badan
bylo opracowanie systemu modelowego bedacego zestawem linii marchwi z konstytutywng ekspresja
gendw Cas9 lub Cas12a, w ktorych edycje DNA mozna bedzie indukowaé wprowadzajac tylko gRNA
lub crRNA.

W tym celu do komoérek marchwi wprowadzono geny kodujace rézne warianty bialek Cas9 lub
Casl2a na drodze transformacji genetycznej z uzyciem Agrobacterium tumefaciens. Po
przeprowadzeniu selekcji na pozywce selekcyjnej do dalszych badan zostaty wybrane wytacznie dobrze
rosnace linie kalusowe. Obecnos¢ transgendw w kalusie zostala potwierdzona przy uzyciu metody PCR,
a poziom ekspresji wprowadzonych genow Cas9 lub Cas12a zostat okreslony metodg RT-qPCR.

Na obecnym etapie badan otrzymano unikatowy zestaw linii kalusowych posiadajacych stabilng
ekspresja genow Cas9 lub Casl2a. Stworzone linie kalusowe moga stuzy¢ jako modelowy system do
badania funkcji i regulacji genéw u marchwi poprzez edycje genomu.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2016/21/B/NZ9/01054)
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Zebularine-Induced DNA Demethylation in roots of Salix purpurea L.

Carolina Gomes, Dariusz Kruszka, Andrea Pagano, Piotr Kachlicki, Jorge A.P. Paiva

Institute of Plant Genetics, Polish Academy of Sciences, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan, Poland
e-mail: jpai@igr.poznan.pl

The study of epigenetics in woody species is important to understand its phenotypic plasticity
to a changing environment, being Cytosine-5 methylation (Cy5Met) a major and dynamic epigenetic
DNA modification. However, Cy5Met machinery and its role on the modulation of Cy5Met levels
during plant development is still largely unknown in Salix purpurea. DNA demethylation can be
induced by using cytosine analogs such as zebularine or 5-azacytidine.

Plantlets of an in vitro micro-propagated genotype of S. purpurea were grown in 0 uM, 25 pM
and 50 pM of zebularine for 14 days. For concentrations >25 uM, growth inhibition including root
arresting. After the two weeks treatment, plantlets were placed in zebularine-free medium (recovery
treatment) for tree weeks, allowing the rooting of plants treated with zebularine, and then trsanferred for
soil. Roots and shoots were collected after one month of growth in soil. These samples were
characterized in terms of DNA methylation landscape by WGBS-seq, gene expression by RNA-seq and
secondary metabolites by UHLC-MS. Correlation analysis between these variables allowed to provide
new clues on Cy5Met role during developmental processes in particular in roots, highlighting the
putative role of ncRNA and candidate genes involved in the response to this demethylation agents.

Acknowledgments: The authors thank the NCN (Poland) SONATABIS 5 bis grant UMO-2015/18/E/NZ2/00694
(project PurpleWalls). J. A.P. Paiva also acknowledges his research contract financed by the EU FP7 BIOTALENT
project [GA621321] and financial sources for education in the years 2015-2019 allocated to an international co-
financed project no W26/7.PR/2015 [GA 3413/7.PR/2015/2]”
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Opracowanie markera molekularnego uzytecznego w selekcji hodowlanej
linii niskoalkaloidowych lubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius L.)

Magdalena Kroc, Katarzyna Czepiel, Paulina Wilczura, Monika Mokrzycka, Wojciech Swiecicki

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: kcze@igr.poznan.pl

Lubiny dzigki wysokiej zawarto$ci biatka, ttuszczu i1 blonnika w nasionach mogg stanowic
alternatywe dla soi w zywieniu zwierzat i ludzi. Alkaloidy gromadzone w nasionach tubinéw obnizaja
ich warto$¢ uzytkowa ze wzgledu na toksyczne dziatanie na uktad nerwowy oraz gorzki smak. Dlatego
celem hodowli jest uzyskanie odmian o jak najnizszej zawartosci alkaloidow w nasionach. Obecnie
przyjeta norma bezpiecznej zawartosci tych zwigzkow w nasionach wynosi <0,02% suchej masy.
Sposrod  kilku recesywnych gendw, determinujacych niskg zawartos¢ alkaloidow, w hodowli
zastosowanie znalazt gtownie gen iucundus. We wczesniejszych badaniach zidentyfikowalismy czynnik
transkrypcyjny RAP2-7 (APETALA2/ethylene response), jako gen kandydacki dla iucundus,
najprawdopodobniej regulujacy biosyntezg alkaloidow u tubinu waskolistnego.

Analiza sekwencji genu RAP2-7 pozwolita na wykrycie pojedynczej zmiany nukleotydowe;,
ktora roznicuje linie stodkie i gorzkie tubinu waskolistnego. Na jej podstawie opracowano prosty i tani
marker molekularny typu dCAPS, iuc RAP2-7. Analiza segregacji markera w kolekcji tubinu
waskolistnego wykazata, ze allel typu gorzkiego (lucundus) obserwowany jest przy zawartosci
alkaloidow >0.9% suchej masy nasion, a allel typu stodkiego (iucundus) przy zawartosci do 0.5% suchej
masy. Uwzgledniajac powyzszy prog detekcji marker iuc. RAP2-7 pozwolil w sposob jednoznaczny
rozrozni¢ linie lucundus i iucundus. Opracowany marker moze by¢ wykorzystany do szybkiego
odrzucenia linii o wysokiej zawartosci alkaloidow w selekcji hodowlanej tubinu waskolistnego,
przyspieszajgc tym samym uzyskanie odmian niskoalkaloidowych.

Badania finansowano z Programu Wieloletniego ,,Zwigkszenie wykorzystania krajowego bialka paszowego dla
produkcji wysokiej jakosci produktow zwierzecych w warunkach zréwnowazonego rozwoju” 2016-2020
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Aktywnos¢ systemu antyoksydacyjnego w warunkach suszy u Festuca
arundinacea i F. glaucescens

Katarzyna Masajada’, Izabela Pawlowicz', Dawid Perlikowski', Adam Augustyniak’, Karolina
Izbianska-Jankowska’, Magdalena Arasimowicz-Jelonel’, Arkadiusz Kosmala'
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Rodzaj Festuca (kostrzewy) obejmuje gatunki zaliczane do najwazniejszych traw pastewnych
klimatu umiarkowanego. W jego obrgbie wystgpuja gatunki, ktore charakteryzuja si¢ modelowymi
strategiami odpornosci na stresy abiotyczne, stad sg czesto wykorzystywane w badaniu mechanizmow
odpornosci u traw. Naleza do nich m.in. alloheksaploidalna F. arundinacea Schreb. i tetraploidalna F.
glaucescens Boiss., charakteryzujace si¢ stosunkowo wysokim poziomem odpornosci na suszg.
Pierwszy z gatunkéw, ma potencjat do unikania suszy (ang. strategy of drought avoidance), gtdbwnie
dzigki zdolnosci do wyksztatcania glebokiego oraz dobrze rozwinigtego systemu korzeniowego.
Ponadto, F. arundinacea wykazuje rowniez wysoka tolerancj¢ deficytu wodnego (ang. strategy of
drought tolerance), zwtaszcza w warunkach, ktore uniemozliwiajg jej rozw¢j dlugich korzeni. Z kolei,
u F. glaucescens, podczas suszy nastepuje spowolnienie metabolizmu komoérkowego oraz zahamowanie
wzrostu. Po powtdrnym nawodnieniu, gatunek ten cechuje si¢ natomiast stosunkowo wysokim stopniem
regeneracji metabolizmu i odrostu (ang. strategy of recovery/regeneration).

W badaniach wykorzystano dwa gatunki traw pastewnych — F. arundinacea oraz F.
glaucescens. W obrebie kazdego z gatunkow, wyselekcjonowano dwa genotypy, charakteryzujace si¢
zréznicowanym poziomem odporno$ci na susz¢ - genotyp o wysokiej odpornosci na susz¢ oraz genotyp
o niskiej odpornosci na suszg. Rosliny uprawiano w doniczkach, a wigc w warunkach, ktore
uniemozliwialy wyksztatcenie diugiego systemu korzeniowego. Analizowano wybrane parametry
fizjologiczne (relatywna zawarto§¢ wody w lisciach, poziom wyptywu elektrolitow, parametry wymiany
gazowej i fluorescencje chlorofilu), poziom reaktywnych form tlenu (RFT) oraz akumulacj¢ enzymow
antyoksydacyjnych (katalaza, reduktaza glutationowa, peroksydaza askorbinianowa, dysmutazy
ponadtlenkowe oraz peroksydaza glutationowa). Analizy prowadzono w 3, 6 i 11 dniu suszy oraz 10 dni
po ponownym nawodnieniu.

Uzyskane wyniki wykazaty zwigzek: (i) pomigdzy poziomem generowania RTF, a aktywno$cia
systemu antyoksydacyjnego u badanych traw oraz (ii) pomigdzy aktywnoscig antyoksydacyjna, a
potencjatem odpornosci na susz¢ analizowanych genotypow F. arundinacea i F. glaucescens.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2016/23/B/N29/00820)
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Badanie zaleznosSci terminu kwitnienia od ukladu alleli genéw wczesnosci
(E) u odmian soi o zr6znicowanym pochodzeniu
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Dorota Weigt' Janetta Niemann', Michat Ksigzkiewicz’, Bogdan Wolko®
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Soja uznawana jest za jedng z wazniejszych roslin w produkcji pasz dla zwierzat jak réwniez
jest istotnym sktadnikiem diety cztowieka. Na przestrzeni lat obserwuje si¢ ciagly wzrost produkcji i
wykorzystania soi zarowno w Polsce jak i na $wiecie.

Celem badan byla identyfikacja form allelicznych gendéw wczesnos$ci kwitnienia (E) u
zroéznicowanych pod tym wzglgdem odmian soi oraz sprawdzenie w warunkach Polski wptywu
okreslonych uktadow alleli na termin kwitnienia i dlugo$¢ okresu wegetacji.

Materiatlem badawczym byto 20 genotypow referencyjnych soi o znanym uktadzie alleli genow
wczesnosci. Analizy molekularne byty przeprowadzane w dwoch laboratoriach — w IGR i w KGiHR.
Na podstawie danych literaturowych identyfikowano markery genow wczesno$ci kwitnienia (£2, E4,
E7, E9, E10). Do$wiadczenie polowe z odmianami zatozono w RGD Dton w Dtoni. Jezeli chodzi o
przebieg warunkéw pogodowych nalezy wzig¢ pod uwage, ze rok 2018 byt kolejnym rokiem bardzo
wysokich temperatur w catlym okresie wegetacji. Wedlug wielu opracowan w Europie byl to
najcieplejszy okres w historii notowan temperatur. W Dloni w kazdym miesigcu temperatura byta o
kilka stopni wyzsza w poroOwnaniu z temperaturg z wielolecia.

W doswiadczeniu zaobserwowano, ze wigkszo§¢ odmian wcze$nie kwitnacych (Gaj, Nawiko,
Maple Presto, Suttana, Merlin, Fiskeby V) w locus genow E2, E4, E7 1 E10 posiadata allele recesywne.
U odmian tych liczba dni od siewu do kwitnienia znajdowata si¢ w przedziale 47-52 dni, a dtugos¢
okresu wegetacji nie przekraczala 137 dni. Wyjatek stanowily dwie odmiany pozne Shensei oraz
Ooyachi2, ktore w locus genow E2, E4, E7, E9 i E10 posiadaty rowniez allele recesywne. W ich
przypadku liczba dni od siewu do kwitnienia miescita si¢ w przedziale 62-91 dni, natomiast dtugos¢
okresu wegetacji wahata si¢ od 158 do 167 dni. Pozostale odmiany pdzne takie jak Corsoy, Horosoy
oraz Toyomusume w locus genéow E4, E7 1 E9 posiadaly allele dominujgce. W przypadku tych trzech
odmian liczba dni od siewu do kwitnienia wynosita 59-77 dni a dtugos¢ okresu wegetacji znajdowata
si¢ w przedziale 164-178 dni. U odmian Corsoy i Horosoy allele dominujace znajdowaty si¢ rowniez w
locus genu E2. Inne odmiany wczesne takie jak OAC Vision, Sakamotowase, Lissabon, Amarok i
Obelix, o krotkim okresie wegetacji w locus genow E2, E4 i E10 posiadaty allele recesywne natomiast
w locus gendw E7 1 E9 allele dominujace, pozostate odmiany wczesne jak Glacier i Canatto o dlugim
okresie wegetacji w locus genow E2 1 E7 posiadaty allele recesywne, a w locus genow E4 1 E9 allele
dominujace. Odmiana Canatto allele dominujace posiadata rowniez w locus genu E10.
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Zastosowanie techniki FISH do analizy struktury genomowej u mieszancow
Brassica z podwyzszong odpornoscia na suchg zgnilizne¢ kapustnych
(Leptosphaeria spp.)

Janetta Niemann', Joanna Kaczmarek®, Joanna Majka’, Justyna Szwarc', Matgorzata Jedryczka®
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Sucha zgnilizna kapustnych jest jedna z najgrozniejszych chorob, powodujacych corocznie
straty plonu rzepaku w Polsce i na swiecie. Wywoluja ja dwa grzyby workowe Leptosphaeria maculans
i L. biglobosa, a gtdéwnym zrodlem porazenia roslin sg zarodniki tych patogenow. Hodowla odmian
odpornych jest obecnie waznym narzedziem umozliwiajgcym zahamowanie rozwoju tej choroby,
dlatego wprowadzenie genoéw odpornosci na Leptosphaeria spp. do rzepaku i form Brassica z
pozadanymi cechami jako$ciowymi i agronomicznymi jest obecnie gtownym celem wielu programow
hodowlanych. Celem prezentowanych badan byta identyfikacja chromosomoéw u roslin pochodzacych
z kombinacji mieszancowych Brassica, w ktorych forma mateczna byt allotetraploidalny gatunek B.
napus.

Oceng zmiennos$ci chromosomow allotetraploidalnych form mieszancow B. napus (2n=4x=38;
genom AC) przeprowadzono na podstawie analiz wykorzystujacych potaczong technike cytogenetyki
molekularnej — multikolorows, fluorescencyjna hybrydyzacj¢ in situ (mFISH), z udzialem sond: 5S
rDNA oraz 26S rDNA. Dla kazdego badanego genotypu o okreslano: (i) liczbe chromosomow, (ii)
liczbg i1 lokalizacje genow 5§ i 35S rRNA (typy chromosoméw) oraz (iii) liczbe chromosomow
kompletnych i zrekombinowanych. Wstepne badania umozliwity identyfikacj¢ chromosomow
niosgcych loci 5S i 35S rDNA i wykazaty zmienno$¢ w liczbie i dystrybucji badanych loci rtDNA
pomiedzy wybranymi ro§linami w obrgbie mieszancow.

Zastosowanie sekwencji rDNA (5S i 35S rDNA) pozwolito na identyfikacj¢ chromosomow
markerowych u form mieszancowych Brassica pochodzacych z genomow rodzicielskich — genom AA
(B. rapa), genom CC (B. oleracea) oraz genom BB (B. nigra) u mieszancoOw otrzymanych w wyniku
krzyzowania B. napus % B. carinata. Obserwowane zmienne liczby loci 5S i 35S rDNA w genomach
form mieszancowych Brassica moga wynika¢, m.in. z transpozycji i/lub delecji w obrgbie chromatyny
zawierajacej sekwencje rDNA, eliminacji chromosoméw markerowych podczas mejozy lub tez
amplifikacji loci IDNA 1 przenoszenia ich do nowych chromosomow.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Zadanie nr 54)
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Analiza ekspresyjna genu 7aPaOl zwigzanego z kinetyka otwierania
kwiatow u pszenicy

Magdalena Swiecicka, Beata Bakera, Monika Rakoczy-Trojanowska

Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
e-mail: beata_bakera@sggw.pl

W hodowli heterozyjnej pszenicy uprawnej bardzo wazna cecha decydujaca o wyborze form
ojcowskich jest otwarto$¢ pylenia. Z dotychczasowych badan przeprowadzonych w ramach projektu
BIOSTRATEG3 wynika, iz u pszenicy proces otwierania si¢ kwiatow znajdujacych si¢ w ktosku
zwigzany jest z gwattownym odchylaniem si¢ plewek i plew. Badania literaturowe wskazuja, ze w tym
procesie istotng rol¢ odgrywaja tuszczki, ktore nabrzmiewaja tuz przed kwitnieniem. Gen TaPaOl
koduje enzym odpowiedzialny za degradacj¢ chlorofilu i pelni bardzo wazng role w procesie starzenia
si¢ lisci 1 dojrzewania owocoéw. Udowodniono, ze obecnos¢ dominujacego allelu genu TaPaOl jest
konieczna do wlasciwego rozwoju kwiatu, gdyz u mutantdw paol kwiaty nie mogly si¢ w pelni
otworzy¢, a okolo 40% z zawigzanych nasion zamieralo na wczesnym etapie rozwoju.

Prezentowane badania miaty na celu analiz¢ ekspresyjna genu 7TaPaOl w tkankach
generatywnych oraz wegetatywnych pszenicy. Matrycg w reakcji RT-qPCR byt cDNA pszenicy
odmiany Chris charakteryzujacej si¢ otwartoscig pylenia. Najwyzszy poziom ekspresji gen TaPaOl
osiggat w lisciach, natomiast najnizszy - w korzeniach. Wraz z rozwojem klosa poziom ekspresji tego
genu wzrastal. Warto§¢ poziomu ekspresji TaPaOl w luszczkach w stanie nabrzmiatym, tuz przed
otwarciem kwiatu byta 43-krotnie wyzsza od poziomu ekspresji tego genu w tuszczkach w kwiecie
zamknietym, co sugeruje istotng role TaPaO1 w kinetyce procesu otwierania si¢ kwiatow pszenicy.

Badania finansowano z projektu BIOSTRATEG3/343665/6/NCBR/2017
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Transfer chromatyny Aegilops kotschyi Boiss. zawierajacej locus genu Lr54
odpowiedzialnego za odpornos¢ na rdz¢ brunatna do pszenzyta uprawnego
(% Triticosecale Wittmack)

Waldemar Ulaszewski', Jolanta Belter!, Joanna Szymczakz, Halina Wisniewska', Michal Kwiatek'

'Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszyriska 34, 60-479 Poznan
?Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Dojazd 11, 60-632 Poznar
email: wula@igr.poznan.pl

Ciagla specjacja nowych ras grzybow patogenicznych Puccinia triticiana Eriks. wywohujacych
o rdz¢ brunatng jest czynnikiem ograniczajacym plonowanie pszenzyta (xTriticosecale Wittmack,
2n=6x=42, AABBRR). Powszechnie stosowana chemiczna ochrona roslin przed chorobami jest
kosztowna, nieobojetna dla srodowiska, dlatego tez budzi coraz wigkszy sprzeciw producentow i
konsumentéw zboz. Hodowla odmian ro$lin uprawnych odpornych na choroby jest korzystna ze
wzgledow ekonomicznych oraz sprzyja ochronie srodowiska naturalnego. Dzikie gatunki koziencow
(degilops sp.) sa waznym zrodlem efektywnych gendéw odpornosci na choroby grzybowe. Kilka
istotnych genow, warunkujacych odporno$¢ na rdze ipochodzacych od spokrewnionych dzikich
gatunkow, zostalo juz wprowadzonych do genomu pszenicy (Triticum aestivum L., 2n=6x=42,
AABBDD) poprzez translokacje fragmentéw obcej chromatyny.

Na dhuigim ramieniu chromosomu 2S* kozienca Aegilops kotschyi Boiss (2n=4x=28,
U*U*S*SY) zlokalizowano gen Lr54, warunkujacy odporno$¢ na rdze brunatng. Celem prezentowanych
badan byto wprowadzenie chromatyny Ae. kotschyi zawierajacej locus Lr54 do pszenzyta uprawnego.
Aby unikng¢ wprowadzania sprz¢zonych cech z puli genowej Ae. kotschyi, ilos¢ chromatyny
przeniesionej do gatunku uprawnego wraz z pozadanym genem powinna by¢ niewielka. Stad gtdéwnym
celem badan byta indukcja translokacji obejmujacej dhugie ramie chromosomu 2S*. W tym celu
skrzyzowano dwie linie pszenzyta: komponentem ojcowskim byta linia substytucyjna 2S(2R),
charakteryzujgca sie obecnos$cig obcego chromosomu 2S* — w postaci monosomicznej, zamiast jednego
chromosomu z pary 2R; a komponentem matecznym byla linia ditelosomiczna, ktora posiadata dwa
krotkie ramiona chromosomu 2R (2RS) oraz dwa diugie ramiona (2RL).

W trakcie anafazy pierwszego podziatu mejotycznego chromosomy w postaci monosomicznej
moga rozej$¢ sie do jednego z dwoch biegundéw lub ulec pgknigciu w centromerze, co przejawia sie
obecnoscig ramion uniwalentow w postaci telosomicznej na przeciwleglych biegunach. Taki uktad
sprzyja fuzji telosomikow oraz formowaniu si¢ translokacji Robertsonowskich (RobTs). Na podstawie
analizy molekularnej (PCR) oraz cytogenetycznej (GISH oraz FISH) wyselekcjonowano 11 roslin
posiadajacych locus Lr54+Yr37, ktory zostal wprowadzony do genomu pszenzyta wraz z dlugim
ramieniem chromosomu 2S¥, pochodzacym z Ae. kotschyi. Testy inokulacyjne przeprowadzone w
fitotronie z wykorzystaniem mieszaniny zarodnikow P. triticiana wykazaty, iz wprowadzone geny
warunkujg odporno$¢ na rdz¢ brunatng. Uzyskane formy moga by¢ wykorzystane w programach
hodowli odpornosciowej pszenzyta uprawnego.
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Bioactive compounds in leaves of oilseed hemp (Cannabis sativa L.) grown
under different fertilization schemes
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Oilseed hemp (Cannabis sativa L.), which can also serve as fibre and medicinal plant, is
a potential new cash crop for the farmers. However, for high yielding the plant requires soils that are
rich in humus and with a pH close to neutral; other conditions are stressful for the plants. The overall
aim of this work is to introduce this crop to light and acidic soils, which currently prevail in Poland.
Obtaining of the high yield requires the reduction of plant stress by appropriate mineral nutrition.

A new type of monoecious oilseed hemp cultivar Henola (Institute of Natural Fibres and
Medicinal Plants, Poznan, Poland) grown for oil production, was tested in this study. We have
determined the bioactive compounds present in stems and leaves collected at subsequent stages of plant
development. The plants were grown under field conditions in different schemes of soil and foliar
fertilization. The experiment was performed in Cerekwica near Szamotuly (N 52°31°14.67;
E 16°41°40.4”) located in Great Poland, on the area of 6 ha, with each treatment area of 200 m? in three
replicates, in block design. The studies were done using various chromatography techniques.

The results demonstrated that hemp leaves could be a source of antioxidants, such as phenols and
terpenes and their content and composition depended on mineral fertilization of plants and appropriate
balance between macro- and microelements.

Zwiazki bioaktywne w liSciach konopi oleistych (Cannabis sativa L.)
uprawianych w roznych poziomach nawozenia

Konopie oleiste (Cannabis sativa L.), ktore moga takze stuzy¢ jako roslina wildknista
i lecznicza, stanowig potencjalng nowa dochodowa uprawe dla rolnikéw. Jednak ro$lina ta wysoko
plonuje jedynie na glebach bogatych w prochnice i o pH zblizonym do neutralnego; inne warunki sg dla
konopi stresowe. Celem pracy jest wprowadzenie tej uprawy na gleby lekkie i kwasne, ktore obecnie
dominujg w Polsce. W celu uzyskania wysokiego plonu niezbgdne jest zatem zmniejszenie stresu dla
roslin poprzez ich wiasciwe nawozenie mineralne.

Material badawczy w niniejszym doswiadczeniu stanowila nowa odmiana jednopiennych
konopi oleistych Henola (Instytut Wiokien Naturalnych i Roslin Zielarskich, Poznan), przeznaczona
glownie do produkcji oleju. Oznaczano obecnos¢ i ilos¢ zwigzkow bioaktywnych w todygach i lisciach
zebranych na kilku etapach rozwoju roslin. Doswiadczenie wykonano w warunkach polowych stosujac
r6zne nawozenie glebowe i dolistne. Badania prowadzono w Cerekwicy koto Szamotut (N 52°31'14,6”;
E 16°41740,4”) na powierzchni 6 ha, podzielonej na poletka 200 m* w trzech powtdrzeniach, w uktadzie
blokowym. W badaniach stosowano rézne techniki chromatograficzne.

Wyniki wskazuja, ze liscie konopi moga by¢ zréodlem przeciwutleniaczy, takich jak fenole
i terpeny, a ich zawarto$¢ i sktad zalezg od nawozenia mineralnego roslin i wlasciwych proporcji
pomigdzy dostarczanymi makro- i mikroelementami.
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Grzyby Trichoderma i ich wplyw na pszenic¢ zwyczajng
(Triticum aestivum L.)
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Grzyby nalezace do rodzaju Trichoderma (teleomorfa Hypocrea) sa powszechnie wystepujacymi
organizmami, zasiedlajacymi rézne nisze ekologiczne. Najczgstszym miejscem ich wystgpowania jest
gleba, prochniejace drewno, ryzosfera. Grzyby Trichoderma sa producentami wielu metabolitow, ktore
peia kluczowg role w interakcji z roslinami czy mikroorganizmami. Wykazuja zdolno$¢ do antybiozy,
mykopasozytnictwa, czy konkurencji. Oddzialujg na patogeniczne legniowce (Oomycota), bakterie,
wirusy a takze patogeniczne grzyby, w tym z rodzaju Fusarium. Dotychczasowe badania pokazujg
rowniez, ze Trichoderma ma pozytywny wplyw na wzrost i rozwoj roslin. Moze wywolywac
indukowang odporno$¢ systemiczng (ang. Induced Systemic Resistance, ISR) zaréwno u roslin
jednolisciennych, jak i dwulisciennych. Niektore szczepy Trichoderma ze wzgledu na swoj potencjat
antagonistyczny okreslane sa jako czynniki kontroli biologicznej (ang. Biological Control Agents,
BCA), ktére moga by¢ wykorzystywane w biologicznej ochronie jako biopestycydy, bioprotektanty czy
biostymulanty ro$lin. Jednakze mechanizmy oddziatywania grzybow Trichoderma z ro$linami nie
zostaly doktadnie poznane, szczegdlnie w uktadzie z pszenica.

Celem tych badan bylo zbadanie wptywu dwoch, znacznie réznigcych si¢ stylem zycia gatunkow
Trichoderma na siewki pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.). Do badan wybrano 7. atroviride
AN3S5 pozyskany z kolb kukurydzy, prezentujacy mykopasozytniczy tryb zycia, efektywny producent
lotnego zwiazku 6PAP (6-n-pentylo-6H-piran-2-on, 6PP) oraz T. cremeum AN392 pozyskany ze
sprochniatego drewna wykazujacy wysoka aktywnos$¢ cellulolityczng 1 ksylanolityczna,
charakteryzujacy si¢ saprofitycznym trybem zycia. W pracy oceniano zdolno$¢ tych dwoch gatunkow
Trichoderma do produkcji auksyn, kolonizacji korzeni siewek pszenicy, wptywu na dtugos¢ korzeni,
zawarto$¢ hormonéw ro$linnych oraz stymulacji zmian zachodzace w $cianie komorkowej roslin.
Uzyskane wyniki pokazaly, ze wybrane gatunki Trichoderma moga kolonizowaé korzenie pszenicy
a pod ich wptywem zachodza zmiany w sktadzie $ciany komorkowej roslin i zawartosci hormonoéw
w korzeniu. Ponadto 7. atroviride AN35 okazal si¢ producentem zwigzkow auksyno-podobnych
natomiast 7. cremeuem AN392 ich nie produkowal w danych warunkach do$wiadczalnych.

Badania finansowane z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2015/19/N/NZ9/01625)
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Zmiany w zawartosci eksudatow floemowych odzwierciedlaja odpowiedz
grochu na stres niedoboru wody
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Rosliny wykorzystujg liczne strategie do przetrwania stresu suszy, wlaczajac w to unikanie, kiedy
organy roslinne wykazuja r6zng dynamike¢ oraz tolerancje, oparta glownie na ich zdolnosci do
akumulacji wody.

Celem prezentowanej pracy bylo zrozumienie udziatu transportu floemowego w reakcji roslin
grochu na czasowe obnizenie dostepnosci wody w podiozu. Opisujemy zmiany w profilu metabolitow
eksudatow floemowych, ktore nastapity podczas stresu suszy. Dane te korelujemy ze szczegdtowymi
analizami biometrycznymi komorek i parametrami fizjologicznymi organéw donorowych. Opisujemy
rowniez plastyczno$¢ rozwojowa w obrebie wigzek floemu. By rzuci¢ wigcej Swiatla na znaczenie
zaleznej od floemu redystrybucji weglowodanéw w odpowiedzi na suszg, nasze badania uzupeliamy
rowniez obserwacjami dotyczagcymi aktywnosci transkrypcyjnej transporterdéw  sacharozy.
Stwierdzamy, ze floem szybko odpowiada na ograniczenie dostepnosci wody w podtozu a zawartosé
eksudatow odzwierciedla fizjologiczne reakcje w organach donorowych. Zaktadamy, ze w przysztosci
pomiary zawarto$ci eksudatow floemowych bgda mogty zosta¢ wykorzystane do monitorowania wielu
roznych parametrow fizjologicznych, ktore ulegaja zmianie podczas stresow abiotycznych i biotycznych
u ro$lin. Stres niedoboru wody dotyka licznych mechanizmoéw fizjologicznych, niezb¢dnych do ochrony
integralnosci komorkowej i utrzymywania biologicznych funkcji u roslin.

Badania byly finansowane w ramach projektu EU FP7 ERA CHAIR ,,BIOTALENT” nr GA621321 oraz przez
Narodowe Centrum Nauki (numer projektu: 2016/21/B/NZ9/02020)
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Wybor genow referencyjnych w iloSciowym oznaczaniu ekspresji genow
metodg real-time PCR w badaniach oddzialywan pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.) z grzybami Trichoderma
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Celem prezentowanych badan bylo wyznaczenie genow referencyjnych w ilosciowym
oznaczaniu ekspresji genow metodg real-time PCR w siewkach pszenicy inokulowanych
i nieinokulowanych grzybami Trichoderma. W pracy wykorzystano dwie odmiany pszenicy — Bombona
i Legenda oraz dwa gatunki grzybow — Trichoderma atroviride AN35 1 Trichoderma cremeum AN392,
ktoérymi traktowano korzenie 7-dniowych siewek pszenicy. Kontrole stanowity rosliny traktowane
sterylng woda. Doswiadczenie prowadzono w kontrolowanych warunkach w fitotronach. Do badan
pobierano korzenie i liscie siewek pszenicy po 7 dniach od inokulacji grzybami Trichoderma. Na
podstawie danych literaturowych wytypowano 12 genéw kandydujacych na geny referencyjne.
Wszystkie z tych genow naleza do gendéw metabolizmu podstawowego (ang. House Keeping Gene,
HGK). Stabilnos¢ ekspresji kandydujacych genow referencyjnych, a takze zmienno$¢ w obrgbie i
pomigdzy poréwnywanymi grupami eksperymentalnymi (odmiana Bombona/Legenda, korzen/lis¢,
traktowanie 7. atroviride AN35/T. cremeum AN392/woda) oszacowano przy uzyciu programu
NormFinder. Na tej podstawie wytypowano gen ADP (ADP-rybozylo transferaza) oraz par¢ genow:
SAR (scaffold-associated region DNA binding protein) i ADP jako najbardziej stabilne dla wszystkich
badanych uktadow dos§wiadczalnych. Natomiast jako najbardziej stabilny zestaw genow referencyjnych
do normalizacji RT-qPCR dla lisci pszenicy uznano parg genéw: GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-
fosfoglicerynowego) i ADP, a dla korzeni pszenicy — par¢ gendw: SAR i 18S (podjednostka rybosomu
188S). Pozostate geny, takie jak: Ubig (ubikwityna), EF'1A4 (elongacyjny czynnik transkrypcyjny o), ACT
(aktyna), Tubb4 (B-tubulina), CYPI8 (cyklofilina A), RLI (RNAse L inhibitor like protein), CDC (Cell
Division Control proteins), HnRNPQ (Heterogenous Nuclear Ribonuclein Q) nie wykazywatly
stabilno$ci w danych warunkach eksperymentalnych. Pozwala to sadzi¢, ze inokulacja roslin pszenicy
grzybami z rodzaju Trichoderma wptywa na zmiang ekspresj¢ tych genow, a przez to wskazuje na
konieczno$¢ walidacji genow referencyjnych w uktadach doswiadczalnych obejmujacych interakcje
ro$lin i mikroorganizméow.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2015/19/B/NZ9/03083)
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Profilowanie ekspresji genu ns-LTP2 w warunkach stresow abiotycznych
u jeczmienia (Hordeum vulgare L.)
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Rosliny uprawne, w tym jeczmien, narazone sg na wiele czynnikow stresowych, biotycznych
i abiotycznych, ktére w $rodowisku naturalnym najczesciej pojawiaja si¢ jednoczes$nie, obnizajac
produktywno$¢ ro$lin. Stresy abiotyczne wywolujg wiele niekorzystnych zmian zaréwno
strukturalnych, jak i funkcjonalnych na poziomie komorkowym. Wystepujace zmiany w selektywnosci
bton plazmatycznych prowadza do hamowania aktywnosci enzymoéw, a w konsekwencji do utraty
ciggtosci bton komodrkowych oraz kompartmentacji komorek i zaktdcenia przebiegu procesow
metabolicznych. Geny z rodziny ns-LTP (non-specific Lipid Transfer Proteins) koduja biatka
zaangazowane w transport réznych rodzajow lipidow miedzy btonami komérkowymi.

Celem badan bylo poznanie poziomu ekspresji genu ns-LTP2 w zrdéznicowanych warunkach
srodowiska w polaczeniu z detekcjg biatka ns-LTP2 w liniach jeczmienia uzyskanych metoda
krzyzowania wstecznego oraz liniach rekombinacyjnych uzyskanych technikg pojedynczego ziarna.
Material roslinny zostal tak dobrany, by prowadzi¢ badania na genotypach wyselekcjonowanych ze
wzgledu na gen ns-LTP2, oraz genotypach o zwigkszonej adaptacji do warunkéw niedoboru wody.
Badane linie jeczmienia poddane zostalty warunkom stresu deficytu wody, zasolenia, wysokiej
temperatury oraz ich kombinacji. Poziom transkryptu genu ns-LTP2 obserwowany byt
z wykorzystaniem Real Time PCR, natomiast do detekcji biatka ns-LTP2 zastosowano metod¢ Western
blot. Analiza ekspresji genu prowadzona byta w tkance pozyskanej z osi zarodka, dojrzatych korzeni
oraz liSci badanych genotypoéw. Wyniki RT-qPCR pozwolity stwierdzi¢, ze dziatajacy stres abiotyczny
wplywal na zmiang¢ poziomu ekspresji genu ns-LTP2 jedynie w osi zarodkowej jeczmienia, powodujac
zwickszenie ilosci jego transkryptu. We wszystkich badanych liniach jeczmienia ekspresja genu ns-
LTP2 byta najwicksza w warunkach suszy w potaczeniu ze stresem solnym wzgledem kontroli (18-138
razy), natomiast najnizsza przy stresie wysokiej temperatury (4-12 razy) w zaleznosci od genotypu.

Prowadzone wczesniej badania dostarczaly jedynie informacji, ze zwickszona ekspresja genu ns-
LTP2 u jgczmienia nastgpuje w odpowiedzi na stres biotyczny, za$ przedstawione wyniki pozwolity
potwierdzi¢ fakt wzmozonej ekspresji tego genu w warunkach streséw abiotycznych. Dodatkowo grupa
biatek LTP nalezy do rodziny biatek stresu roslinnego PR14 (ang. Pathogenesis-Related proteins 14),
ktore wykazuja silne dzialanie alergenne. Badania dotyczace oznaczania poziomu biatka, bgdacego
produktem ekspresji genu ns-LTP2, pozwolity nie tylko zweryfikowaé jego obecno$¢ w nasieniu, ale
tez potwierdzity, Ze stres abiotyczny moze powodowac wzrost syntezy tych alergenéw w warunkach
nasilajgcej si¢ suszy oraz ocieplenia klimatu.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2015/17/B/NZ9/01481)
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Wplyw stresu niedoboru wody na rozwoj i architekture systemu
korzeniowego u jeczmienia (Hordeum vulgare L.)
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Rosliny uprawne narazone sg na wiele czynnikow stresowych, biotycznych i abiotycznych, m. in.
niedobor wody, ktore moga powodowac zaburzenia w przebiegu wielu szlakow metabolicznych rosliny
i hamowac¢ jej rozwoj, prowadzac tym samym do powaznych strat w plonie. System korzeniowy
odgrywa kluczows rol¢ w pobieraniu wody i sktadnikow odzywczych determinujgc rozwoj catej rosliny.

Celem prowadzonych badan byla analiza architektury systemu korzeniowego jeczmienia jarego
w warunkach zréznicowanej wilgotnosci podloza z zastosowaniem najnowszych technik
nieinwazyjnego obrazowania korzeni w czasie rzeczywistym. Materiatem do badan bylo 150 r6znych
form jeczmienia jarego, to jest odmian, rodow lub linii o zréznicowanym pochodzeniu.

Grupowanie hierarchiczne uzyskane w oparciu o genotypowanie przez sekwencjonowanie (GBS)
pozwolito na utworzenie 50 grup, wewnatrz ktorych genotypy wykazywaty podobienstwo.
Wyselekcjonowane 50 genotypow jeczmienia, reprezentujacych poszczegélne grupy, poddano
fenotypowaniu w warunkach kontrolnych oraz w warunkach deficytu wody na platformie do
wysokoprzepustowego fenotypowania korzeni w Aberystwyth University National Plant Phenomics
Centre w Wielkiej Brytanii.

Dodatkowo przeprowadzone zostalo doswiadczenie w warunkach polowych - naturalnych (150
genotypow), w celu okreslenia potencjatu plonowania, zbadania rozwoju i architektury systemu
korzeniowego badanych genotypoéw, a takze ustalenia stosunku biomasy czesci nadziemnej do czesci
podziemnej rosliny. Poza metodyka manualnych obserwacji biometrycznych korzeni wykorzystane
zostaly réwniez mierniki pracujgce w oparciu o pomiar pojemnosci elektrycznej (ang. electrical
capacitance) umozliwiajace ocen¢ systemu korzeniowego in situ. Ustalono takze stosunek czesci
podziemnej do czesci nadziemnej (RS, %), jak rowniez specyficzng dlugo$é korzeni (SRL, cm g') dla
wszystkich analizowanych genotypow.

Deficyt wody skutkuje zmniejszeniem warto$ci wszystkich cech korzeni. Z kolei dobre wartosci
cech zwigzane z systemem korzeniowym czesto majg odzwierciedlenie w wickszym plonie ziarna,
a fakt ten znalazl potwierdzenie w przedstawionych badaniach. Na przyktad odmiana Concerto
charakteryzowata si¢ najwicksza biomasg catkowitg oraz biomasa korzeni, jak rowniez miata drugg z
kolei warto$¢, w analizowanej puli genotypow, w odniesieniu do dlugosci korzenia. Dobre parametry
korzeniowe tej odmiany przetozyly si¢ na najwigksza mase ziarna z rosliny sposrod wszystkich
analizowanych genotypow.

Wiedza na temat r6znic w morfologii systemu korzeniowego jeczmienia jarego moze postuzy¢
do selekcji odmian o korzystnych cechach korzeni oraz zdolnych efektywniej pobiera¢ wode i sktadniki
odzywcze, co w rezultacie moze by¢ uzyteczne dla firm hodowli roslin.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (nr Hor.hn.802.18.2018, Zadanie 106)
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Stres biotyczny a zmiany ekspresji genow kodujacych bialka szoku
cieplnego u patogenicznego grzyba Fusarium proliferatum
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Fusarium to rodzaj grzybow patogenicznych odpowiedzialnych za straty plonéw wielu roslin
uprawnych. Ciekawym przedstawicielem tego rodzaju jest Fusarium proliferatum, ktory jest patogenem
niewybiorczym, infekujagcym m.in. kukurydzg, czosnek, pszenice, szparaga, groch i wiele innych.
Gatunek ten biosyntetyzuje wysoce toksyczng fumonizyneg B Dostgpnych jest wiele prac poswigconych
mechanizmom zachodzagcym w organizmie rosliny podczas infekcji F. proliferatum. Bada si¢ tez
metabolity grzybowe, wywotujace u roslin odpowiedz na stres, jak rowniez szlaki biochemiczne,
zwigzane z ich biosynteza. Z drugiej strony, stosunkowo niewiele wiadomo na temat zmian, jakie
nastgpuja w organizmie patogenu w tym procesie. Jednym z objawow stresu u grzyba jest obecnosé¢
indukowanych biatek zwigzanych z odpowiedzig na stres, m.in. biatek szoku cieplnego HSPs. Biatka te
stanowig ochrong przed czynnikami stresu komorkowego i sSrodowiskowego. Celem pracy byta analiza
ekspresji genéw kodujacych biatka szoku cieplnego zwigzane z odpowiedzig na stres u F. proliferatum
indukowany przez zwigzki zawarte w ekstrakcie wodnym z kukurydzy.

Do przeprowadzenia badan wykorzystano szczep KF3360 F. proliferatum wyizolowanego
z wypustek szparaga biatego (Asparagus officinalis L.). Hodowle in vitro prowadzono przez dwa
tygodnie w 100 ml kolbach zawierajacych 50 ml ptynnej pozywki indukujacej biosyntezg fumonizyn.
Stres biotyczny indukowano w pigtym dniu hodowli poprzez dodanie ekstraktu ze szparaga badz jego
frakcji. Frakcje zawierajgce rézne grupy zwigzkoéw bioaktywnych uzyskano za pomoca ekstrakcji
z wykorzystaniem rozpuszczalnikow o rdznej polarnosci. Pierwsze proby pobrano po 2 godzinach,
a kolejne, co 2 dni od momentu dodania czynnika stresujgcego. Probki wirowano a osad z grzybni
poddano ekstrakcji mRNA. Dla genéw Hsp70, Hsp88 oraz SSCI kodujacych biatka szoku cieplnego
przeprowadzono analiz¢ RT-qPCR.

Poziom ekspresji genow Hsp70, Hsp88 1 SSCI roznit si¢ w zaleznos$ci od zastosowanej frakcji
zwigzkow roslinnych. Dla rozwiklania tego problemu badawczego konieczne jest przeprowadzenie
dalszej wielowymiarowej analizy ekspresji gendw oraz metabolizmu F. proliferatum, aby szczegélowo
pozna¢ procesy zachodzace w jego organizmie podczas interakcji z rosling gospodarzem.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2015/17/B/NZ9/03577)
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Wielopoziomowa charakterystyka genotypow jeczmienia rozniacych sie
procesem transdukcji sygnalu brassinosteroidow w warunkach
optymalnych i niedoboru wody
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Brassinosteroidy (BR) to klasa polihydroksylowanych fitohormonow steroidowych, ktore
regulujg r6zne procesy morfogenezy i fizjologii roslin. Coraz wigcej dowodow wskazuje na to, ze
istnieje sie¢ interakcji molekularnych miedzy metabolizmem BR a sygnalizacjg innych fitohormonoéw
wplywajaca na architekture roslin, a w konsekwencji na plon. Badania zwigzane z metabolizmem BR
prowadzone sg przez ostatnie lata gtéwnie na modelowych gatunkach ro$lin, natomiast regulacja
i przebieg tych procesow w roslinach uprawnych, w tym w jeczmieniu, sg znacznie mniej poznane.
Potkarlowe mutanty jeczmienia wykazujace defekty w sygnalizacji lub biosyntezie BR mogg stuzy¢
jako alternatywa w programach hodowlanych, a takze sa cennym narzedziem do badania mechanizmu
dziatania tych hormondéw w reakcji na warunki stresowe, m.in. stres suszy. Istnieja jednak niespojne
doniesienia na temat ich pozytywnej/negatywnej roli w regulacji rozwoju roslin w réznych warunkach
srodowiska. Stad celem badan byta wielopoziomowa charakterystyka dwoch genotypow jgczmienia
roznigcych si¢ procesem transdukcji sygnatlu BR w odpowiedzi na stres niedoboru wody.

Materiat ro$linny sktadat si¢ z odmiany jeczmienia jarego (Hordeum vulgare L.) Bowman (typ
dziki) i jego bliskoizogenicznej linii BW885 (uzul.a). Linia ta charakteryzuje si¢ catkowitg
niewrazliwoscig na BR i potkarfowym typem wzrostu, jako efekt dysfunkcji genu HvBRII kodujacego
receptor BR.

Obserwacje prowadzone byly wielokierunkowo, tj. (i) fenotypowanie konwencjonalne,
(1) wysokoprzepustowe genotypowanie, (iii) oznaczanie zawarto$ci brassisnosteroidow oraz steroli jako
substratow do ich syntezy, a takze (iv) calo-genomowa analiza ekspresji na poziomie transkryptow.
Badania wykonano na ros$linach uprawianych w warunkach optymalnych oraz po zastosowaniu
niedoboru wody w stadium krzewienia.

Uzyskane wyniki pozwolity wyodrebni¢ cechy fenotypowe, ktore w najwickszym stopniu
réznicowaty badane formy jeczmienia oraz ustali¢ profile akumulacji brasinosteroidow (brassinolide,
castasterone, cathasterone) oraz steroli (stigmasterol, sitostanol, campesterol, fucosterol, sitosterol,
cholesterol, avenasterol) w zmiennych warunkach Srodowiska. Zidentyfikowano loci polimorficzne
pomig¢dzy odmiang Bowman a linia BW885 wykorzystujac genotypowanie SNP 50k Illumina Infinium
oraz RNA-Seq. Ponadto, sekwencjonowanie nowej generacji umozliwito analiz¢ r6znic w ekspresji
gendw pomiegdzy badanymi genotypami oraz indukowanych deficytem wody.

Prezentowane wyniki stanowig cz¢§¢ badan w projekcie, ktorego celem jest wyjasnienie roli
wspotdziatania brassinosteroidow, giberelin i strigolaktonow w ksztaltowaniu architektury roslin
jeczmienia w warunkach niedoboru wody. Uzyskane wyniki pozwola na lepsze zrozumienie
skoordynowanej hormonalnej regulacji wzrostu i rozwoju roslin jeczmienia w warunkach optymalnych
oraz stresu suszy.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2016/23/B/NZ9/03548)
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W badaniach dotyczacych fenotypowania najwicksza uwaga skupiona jest na cz¢$ci nadziemnej
ro$lin. Zauwazalna dysproporcja miedzy badaniami czg¢éci nadziemnych ro$lin a podziemnych wynika
z trudnosci technicznych prowadzenia obserwacji korzeni w trakcie wzrostu roslin. Postep w badaniach
dotyczacych wplywu czynnikow genetycznych 1 $rodowiskowych na ksztaltowanie systemu
korzeniowego moze dokona¢ si¢ poprzez rozwo6j nowych metod fenotypowania, nieinwazyjnych,
precyzyjnych, o wysokiej przepustowosci.

Celem prowadzonych badan byla ocena parametrow systemu korzeniowego 50 genotypow
jeczmienia jarego poprzez zastosowanie najnowszych technik obrazowania korzeni w warunkach
kontrolnych oraz w warunkach deficytu wody na platformie do fenotypowania roslin.
Wysokoprzepustowe fenotypowanie korzeni na platformie przeprowadzone zostalo w National Plant
Phenomics Centre (NPPC), Aberystwyth University, Walia. Do$wiadczenie prowadzone bylo na
jednym z kilku systeméw do fenotypowania zainstalowanych w NPPC, w kontrolowanych warunkach
temperatury i $wiatta. Wybor systemu zwiazany byl z duzg przepustowos$cia instalacji oraz mozliwoscia
modelowania warunkow wilgotnosciowych. Analizy zostaly wykonywane przed wystgpieniem
niedoboru wody, w trakcie jego trwania oraz w koncowym okresie stresu suszy. Stres niedoboru wody
trwal od fazy krzewienia (faza 21 w skali BBCH) przez okres 14 dni. Rownolegle w ten sam sposob
prowadzono i monitorowano rosliny kontrolne, rosngce w warunkach optymalnego nawodnienia.
Obrazowanie roslin byto migdzy innymi ukierunkowane na catkowita dtugos$¢ korzeni, liczbe korzeni
bocznych, szerokos¢ systemu korzeniowego oraz szybkos¢ wydtuzenia korzeni.

W celu opracowania odpowiedniej metody oraz warunkéw doswiadczalnych przeprowadzono
doswiadczenie wstgpne. Uzyskano w ten sposob wyniki, ktore pozwolity na wytypowanie odpowiednie;j
metody uprawy roslin, a takze opracowano zasady utrzymywania warunkéw wilgotnosciowych. Za
pomoca procesu obrazowania przy uzyciu urzadzenia Root Rig uzyskano szereg obrazow struktur
korzeniowych z r6znych punktéw czasowych trwania okresu suszy. Zaobserwowano rdZnic¢ w 1ozwoju
korzeni bocznych oraz korzeni gléwnych (,wiodacych”) w dwodch odmiennych warunkach
wilgotnosciowych (warunki kontrolne oraz warunki stresowe), przy czym poszczegélne genotypy
wykazywaty roézne strategie wzrostu korzeni w niekorzystnych warunkach wilgotnosciowych.

Ukierunkowanie badan na precyzyjng analiz¢ korzeni w trakcie suszy jest szczegdlnie wazne,
poniewaz w warunkach ograniczonej dostepnosci wody spada wydajnos¢ dyfuzji miedzy powierzchnig
korzenia a warstwg podioza, zmianie ulega pobieranie sktadnikow odzywczych przez system
korzeniowy oraz dystrybucja i wykorzystanie asymilatow co wptywa na caty fenom rosliny, a w
konsekwencji na jej plon.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (nr Hor.hn.802.18.2018, Zadanie 106)
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Molekularne podstawy przystosowania siewek pszenicy jarej do suszy
glebowej
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Susza glebowa nadal pozostaje powaznym problemem i wyzwaniem dla rolnictwa. Jest ona
nieprzewidywalnym zjawiskiem pogodowym, ktore powoduje straty ekonomiczne przez ograniczenie
plonowania roslin.

Deficyt wody w glebie, w zaleznosci od intensywnosci, czasu trwania oraz fazy rozwojowej zboz,
moze indukowaé ekspresje roznych gendéw, a tym samym zroéznicowane mechanizmy aklimatyzacji
roslin do tego stresu. Jare odmiany pszenicy sg szczegolnie wrazliwe na deficyt wody we wczesnej fazie
wzrostu przypadajacej na okres wiosenny.

W do$wiadczeniu wykorzystano siewki pszenicy jarej odmiany Zadra. Ro$liny poddano dziataniu
4-dniowej suszy po 4 dniach od spgcznienia ziarniakow (heterotroficzne siewki — odporne) oraz po 6
dniach od specznienia ziarniakéw (autotroficzne siewki — wrazliwe). Wykonano analizy ekspresji
genow HVAIL, srg6, HSP70-90 oraz RuBp. Roéwnocze$nie przeprowadzono pomiary wzglednej
zawartosci wody (RWC), wymiany gazowej oraz potencjatu osmotycznego w lisciach.

Zaobserwowano odmienne reakcje na stres wodny u heterotroficznych i autotroficznych siewek
pszenicy jarej. Roznice te dotyczyly parametrow fizjologicznych, jak i poziomu ekspresji genow.
Najwicksze réznice wystapity w przypadku genu HVAI. Poziom jego ekspresji podczas suszy u
autotroficznych siewek byt ponad stukrotnie wyzszy od poziomu zanotowanego dla siewek
heterotroficznych. W fazie autotroficznej obserwowano réwniez zwigkszong - lecz w mniejszym
stopniu - akumulacje transkryptu srg6. Odmienny efekt zanotowano dla HSP70-90 oraz RuBp, ktorych
ekspresja w fazie autotroficznej byta nizsza niz z fazie heterotroficznej. Podczas badania parametrow
fizjologicznych w fazie autotroficznej, najwigksze rdéznice migdzy ro$linami poddanymi dziataniu
suszy, a ro$linami kontrolnymi zauwazalne byly w obnizonym RWC i potencjale osmotycznym w
lisciach. W fazie heterotroficznej wptyw suszy na te parametry byt istotnie mniejszy. Otrzymane wyniki
w wigkszo$ci potwierdzily wrazliwos¢ autotroficznych siewek pszenicy jarej na susze glebowa.
Wykazano réwniez, ze jedynie 2 dniowa réznica w aplikacji suszy, przypadajgcej jednak na odmienne
fazy wzrostu siewek, powoduje szereg odmiennych reakcji fizjologicznych i molekularnych.
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Celem badan byla analiza poréwnawcza mikrobiomu glebowego ryzosfery czterech ro$lin
uprawnych stosowanych jako migdzyplony, w tym rzepaku ozimego (Brassica napus), zZyta
zwyczajnego (Secale cereale), rzodkwi oleistej (Raphanus sativus)i facelii biekitnej (Phacelia
tanacetifolia). W badaniach wykorzystano probki gleby pochodzace z doswiadczenia Scistego
przeprowadzonego w Zakladzie Doswiadczalno-Dydaktycznym Uprawy Roli i Roslin Gorzyn, stacja
doswiadczalna Brody, na glebie klasy IVa (gleba ptowa, piasek gliniasty, pH 6,0), na poletkach o
wymiarach 2,25 x 9 m, w czterech powtdrzeniach. Przedplon w kazdym przypadku stanowila pszenica
zwyczajna (Triticum aestivum). Probki pobierano tuz przed zakonczeniem jesiennej wegetacji (20
listopad 2018). Rosliny znajdowaty si¢ w nastepujacych fazach rozwojowych: rzepak —rozeta 8-10 lisci,
zyto — koniec krzewienia, rzodkiew — rozw6j pedu glownego, poczatek kwitnienia, facelia — rozwdj
pedu glownego. Stosujac metode Shotgun w systemie MiSeq [llumina oceniono mikrobiom bakteryjny
1 poszukiwano ro6znic i podobienstw w populacjach bakterii ryzosfery wymienionych roslin. Zatozono,
ze do gléwnych czynnikéw warunkujacych sktad jakosciowy i ilosciowy bakterii naleza: wartos¢ pH
podtoza i sktad wydzielanych metabolitow korzeniowych, jak réwniez wzajemne interakcje migdzy
mikroorganizmami.

Najwicksza biordznorodnoscig mikrobiologiczng na poziomie gromady, klasy, rzedu i rodziny
charakteryzowata si¢ ryzosfera rzepaku, najmniejsza — facelii. W glebie pod uprawa zyta stwierdzono
natomiast najwigcej rodzajow i gatunkow bakterii. Analiza metagenomowego DNA bakteryjnego
z ryzosfery rzepaku, zyta i rzodkwi wykazata obecno$¢ rzadko opisywanych w literaturze bakterii
ekstremalnych $rodowisk oraz endosymbiontow popularnych owadow np. pluskwiakow i pasikonikow.
Z ryzosfery facelii nie wyizolowano Zadnego odrgbnego rodzaju bakterii charakterystycznego tylko i
wylacznie dla tej rosliny. Metoda sekwencjonowania nowej generacji pozwolita ponadto na wskazanie
trzydziestu dziewigciu gatunkow bakterii charakterystycznych wylacznie dla ryzosfery rzepaku i
rzodkwi (rodzina ro$lin kapustowatych). Co ciekawe, w tym zestawie znajdowaly si¢ niektore bakterie
zdolne do rozktadu skrobi, celulozy i hemicelulozy. W bazach danych, z ktérych czerpane sga sekwencje
DNA znajdujg si¢ liczne bakterie zwigzane ze $rodowiskiem ludzi oraz zwierzat domowych i
gospodarskich, wtym wiele bakterii chorobotworczych. Analiza metagenomowa wykazata ich
obecnos¢ w srodowisku glebowym roslin uprawnych stosowanych w miedzyplonach $cierniskowych.
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Joanna Kaczmarek!, Leszek Menzel?, Katarzyna Kluska?, Magdalena W(’)jcik3, Beata Zuraw®,
Zbigniew Karolewski®, Idalia Kasprzyk®, Matgorzata Jedryczka'

! Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan

? Dziat Rolniczy DowDuPont, Corteva Agriscience, ul. Postepu 17 B, 02-676 Warszawa

3Zaktad Monitoringu Srodowiska, Instytut Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Rzeszowski,

ul. Zelwerowicza 4, 35-601 Rzeszow

‘Katedra Hydrobiologii i Ochrony Ekosysteméw, Wydzial Biologii Srodowiskowej, Uniwersytet
Przyrodniczy w Lublinie, ul. Dobrzanskiego 37, 20-262 Lublin

’Katedra Fitopatologii i Nasiennictwa, Wydzial Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu, Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Dgbrowskiego 159, 60-594 Poznan

e-mail: jkac@igr.poznan.pl

Jedng z najbardziej rozpowszechnionych i najgrozniejszych chorob rzepaku w Polsce i na $wiecie
jest sucha zgnilizna kapustnych. Jej przyczyng sa dwa gatunki grzybow rodzaju Leptosphaeria:
L. maculans oraz L. biglobosa. Gatunki te r6znig si¢ stopniem chorobotwoérczosci, lecz w pierwszej
fazie porazania roslin wywotuja podobne objawy chorobowe. Inokulum pierwotne stanowig zarodniki
workowe — askospory, ktore powstajg w pseudotecjach — owocnikach stadium doskonatego. Zarodniki
infekujg liscie, a z nich grzyb przerasta do todygi. Zniszczenie wiazek przewodzacych przyczynia si¢
do obnizenia plonu roslin.

Monitorowanie stezenia askospor w powietrzu przy pomocy pulapek na zarodniki wspomaga
wybor optymalnego terminu wykonania zabiegéw fungicydowych, a analiza iloSciowa inokulum
pierwotnego kazdego z gatunkéw patogena umozliwia dobranie odpowiedniej dawki preparatu
grzybobdjczego. Badania dotyczyly ustalenia epidemiologii choroby ze szczegdlnym uwzglednieniem
czasu, warunkow i intensywnos$ci uwalniania zarodnikéw kazdego z tych gatunkéw. Pod wzgledem
wielkosci i1 ksztattu zarodniki tych gatunkow nie 16znig si¢; do ich detekcji niezbgdne jest zastosowanie
metod molekularnych.

Proby stanowity tasmy z putapki na zarodniki (Burkard Manufacturing, UK) umieszczonych w 10
miejscowosciach w Polsce. Badania prowadzono w latach 2004-2019, od 1 wrze$nia do 30 listopada.
Tasme cieto w poprzek na odcinki dlugosci 48 mm, odpowiadajace jednej dobie pracy putapki. Kazdy
odcinek ponownie przecinano wzdluz na dwie réwne czgsci - jedna z nich wykorzystywano do
obserwacji mikroskopowych, a drugg do analiz molekularnych. Do oznaczenia st¢zenia DNA grzybow
L. maculans i L. biglobosa zastosowano metod¢ Real-Time PCR. W reakcji amplifikacji uzyto Sybr
Green Jumpstart Taq Readymix lub Platinum Quantitative PCR SuperMIX-UDG.

W trakcie 15 lat badan stwierdzono duze przyspieszenie wystgpowania poszczegolnych stadiow
rozwojowych w cyklu zyciowym tych patogenow, zwigkszajace si¢ stezenia askospor, wigksza liczbe
dni z zarodnikami obecnymi w powietrzu i wczesniejsze rozpoczecie ich uwalniania. Wyniki w duzej
mierze zalezaty od roku, sezonu iregionu kraju. We wszystkich badanych regionach stgzenie
zarodnikow grzyba L. maculans byto wyzsze niz L. biglobosa. W kazdym sezonie zarodniki
L. maculans pojawialy si¢ w powietrzu wczesniej anizeli zarodniki L. biglobosa i byly wykrywane
przez wigksza liczbe dni. Badania wykazaty, ze zagrozenie wystgpowania suchej zgnilizny kapustnych
przybiera na sile. Zwalczanie tej choroby nadal bedzie stanowito duze wyzwanie dla plantatorow
rzepaku ozimego w Polsce.
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Diversity of plant partners and pathogens - screening for potential
benzenediol lactone producers among higher fungi

Michat Kawalitlo, Zuzanna Dutkiewicz, Monika Urbaniak, Justyna Lalak-Kanczugowska,
Grzegorz Koczyk

Institute of Plant Genetics, Polish Academy of Sciences, Strzeszynska 34, 60-479, Poznan
e-mail: mkaw@igr.poznan.pl

Fungal macrolactones are secondary metabolite compounds which exhibit many properties, including
crucial antimicrobial and fungitoxic activities. The high diversity of macrolactones seems to result from
an ancient but ongoing fungal war’ — competition amongst various taxa for limited environment niches
(as pathogens or saprobes). Down the line, identification of new benzenediol lactones producers may be
useful for development of new plant protection strategies, identifying toxigenic strains or for finding
new candidates for seed coating with endophytic fungi. The lactones are typically synthesised by a
tandem array of polyketide synthases (PKSs): a highly reducing PKS (HR-PKS) capable of producing
a linear, starter precursor molecule and non-reducing PKS (NR-PKS) capable of synthesising a longer
product and the macrolactone cyclisation. Biosynthesis is especially remarkable due to known capability
of the enzymes to synthesise molecules in bacterial (C3-C8 cyclisation; dihydroxyphenylacetic acid
lactones) as well as fungal (C2-C7; resorcylic acid lactones) modes. Additionally, the explicit usage of
advanced phylogenetic techniques (“phylogenetic roadmaps”) supports the notion that horizontal
transfer was and continues to be widespread among macrolactone producers.

Based on the in silico annotation of more than 1500 fungal genomes, we identified relationships
between multiple examples of homologous NR/HR-PKS arrays likely to be involved in biosynthesis of
macrolactones or related compounds. Here, we present the results of preliminary screening of distant
classes of Ascomycota related to known macrolactone producers, using an array of degenerate PCR
markers.

Our strategy has allowed as to pinpoint potential benzenediol producers especially among
members of Diaporthales (Coniella sp., Diaporthe sp. and Valsa sp. members) and Hypocreales order
(Fusarium sp., Ilyonectria sp., Pochonia sp. members) as well as other representatives of distantly
related orders of filamentous fungi (: Acephala, Curvularia, Phoma and Talaromyces genera).

Research was supported by National Science Center (project number: OPUS/2016/21/B/NZ9/01875)
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Zmiennos¢ genetyczna oraz profile cukrowcow rozpuszczalnych ziarniakow
wybranych gatunkow z rodzaju Avena

Sylwia Milarska, Piotr Androsiuk, Justyna Dulska, Wioleta Kellmann-Sopyta, Joanna Szablinska,
Lestaw Lahuta, Irena Gietwanowska

Katedra Fizjologii, Genetyki i Biotechnologii Roslin, Uniwersytet Warminsko-Mazurski,
ul. M. Oczapowskiego 14/11510-719 Olsztyn
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Swiatowe zasoby genetyczne rodzaju Avena obejmuja okoto 220 000 genotypoéw zdeponowanych
w bankach nasion. Charakterystyka genetyczna tych zasobow stanowi interesujacy obszar badawczy
dostarczajacy warto$ciowych danych korzystnych z punktu widzenia praktyki hodowlanej jak i
stuzacych ochronie biordznorodnosci. Celem niniejszej pracy byla ocena zmienno$ci genetycznej oraz
zréznicowania jako$ciowego i ilosciowego cukrowcow rozpuszczalnych w ziarniakach 13 gatunkow z
rodzaju Avena (A. abyssynica, A. atlantica, A. barbata, A. byzantina, A. damascena, A. fatua, A. hirtula,
A. insulanis, A. longiglumis, A. nuda, A. sativa, A. sterylis oraz A. strigosa), pozyskanych z krajowych
i zagranicznych bankéw nasion.

Analizy molekularne 60 genotypow reprezentujacych 13 gatunkéw z rodzaju Avena
przeprowadzone z uzyciem markeréw iPBS umozliwity wykrycie polimorfizmu zar6wno mig¢dzy
badanymi gatunkami jak i pomi¢dzy genotypami reprezentujagcymi poszczegdlne gatunki. W reakcjach
PCR z 7 starterami iPBS uzyskano lacznie 83 fragmenty, wsrod ktorych 17 (20,5%) bylo
polimorficznych. W jednej reakcji otrzymano od 7 (w przypadku startera iPBS2376) do 21 (dla startera
iPBS2378) amplikonow. Utworzono matryce indeksow odleglosci genetycznej Nei’a w oparciu o
wyniki badan polimorfizmu markeréw iPBS. Wartos¢ indeksow odlegtosci wahata si¢ od 0,015 do
0,199.

Analiza profilu cukrowcow rozpuszczalnych wykonana za pomoca wysokosprawnej
chromatografii gazowej przeprowadzona zostata na wybranej grupie 50 genotypow reprezentujacych 13
gatunkow z rodzaju Avema, tych samych, ktore analizowano za pomocg markeréow iPBS. Pula
cukrowcow rozpuszczalnych oznaczona w dojrzatych ziarniakach stanowita stosunkowo niewielki
udziat ich suchej masy, bo od 0,5 do 2%. 50 badanych obiektow owsa charakteryzowalo si¢ niemal
identycznym sktadem jakosciowym cukrowcow rozpuszczalnych. W analizowanych probach
zidentyfikowano sacharozg, oligosacharydy z rodziny rafinozy (rafinozg i stachioze), cyklitole (myo-
inozytol, sorbitol, galaktinol i digalakto-myo-inozytol), niewielkie ilo§ci monosacharydow (fruktozy i
glukozy) oraz $ladowe ilosci maltozy. Pod wzglgdem ilosciowym dominujacym cukrowcem u
wszystkich 50 obiektow byta sacharoza, a w dalszej kolejnosci oligosachardy rodziny rafinozy.
Pomigdzy analizowanymi gatunkami oraz w obrebie ich genotypow wystepowaly roznice w zawartosci
oznaczonych zwigzkéw cukrowych. Hierarchiczna analiza wariancji wykazata, Zze poziom oznaczonych
w badaniu zwigzkéw cukrowych w istotny sposob zalezy zarowno od gatunku, jak i genotypu.
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Zroznicowanie wspolczesnych i historycznych odmian Avena sativa L.

Edyta Paczos-Grzeda', Sylwia Sowa', Maja Boczkowska®, Aneta Koroluk', Joanna Toporowska’,
Ewelina Marek', Kinga Jedra'

"Instytut  Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
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Na poczatku ubiegltego stulecia owies byl jednym z najczesciej zasiewanych na $wiecie zboz.
Obecnie uprawiany jest na znacznie mniejszym areale ok. 10 mln ha, co stanowi zaledwie 5%
powierzchni zajmowanej przez pszenicg. W Polsce, ktora jest jednym z najwigkszych producentow tego
zboza na $wiecie, powierzchnia uprawy nie przekracza 0,5 mln ha. Zboze to odznacza si¢ dobrymi
wlasciwosciami fitosanitarnymi, konkurencyjnoscia wobec chwastow, ma niewielkie wymagania
cieplne 1 glebowe. Ziarno owsa ma wyjatkowo wysoka wartos¢ fizjologiczno-zywieniowa,
profilaktyczno-dietetyczng, lecznicza, a takze szerokie zastosowania przemystowe. Wyprodukowane
ziarno w 80% wykorzystywane jest na pasze¢, w 15% na materiat siewny, a reszta przeznaczona jest na
cele konsumpcyjne.

Problemem wspotczesnych odmian wielu gatunkéw roslin, m.in. zbdz, w tym rowniez odmian
owsa jest reprezentowanie stosunkowo waskiej puli genowej, a w konsekwencji rowniez ograniczonej
zmienno$ci fenotypowej. Stwierdzono, ze zréodlem korzystnych i tatwo dostgpnych alleli genéw
warunkujgcych pozadane cechy moga by¢ odmiany historyczne z konca XIX i poczatkow XX w.
Odmiany te moga charakteryzowaé si¢ przede wszystkim wigksza odpornoscig na stres biotyczny
i abiotyczny. Allele genow warunkujacych te cechy mogly zosta¢ utracone w trakcie wieloletniej,
ukierunkowanej na wysokie plonowanie selekcji.

Celem prowadzonych badan byta ocena zrdéznicowania genetycznego 72 polskich historycznych
i wspolczesnych odmian owsa zwyczajnego. Wykorzystano w tym celu dwie metody identyfikacji
polimorfizmu DNA: ISSR i REMAP oraz analiz¢ wspolczynnikow rodzicielstwa (COP) w oparciu
o dane rodowodowe. Analizy wykazaly istnienie trzech grup, z ktérych najbardziej odrebng
i niewykorzystang zupelnie w hodowli odmian wspotczesnych byla grupa odmian historycznych
wpisanych do rejestru na poczatku XX w. Stare odmiany mogg wigc stuzy¢ jako zrédto uzytecznych
alleli, ktore nigdy nie byly uzywane w polskiej hodowli. Stwierdzono réwniez znaczny wzrost
zréznicowania materiatow wyjsciowych stosowanych w hodowli tworczej owsa po roku 2000.
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Mikrobiom bakteryjny w ryzosferze rzepaku (Brassica napus) z objawami
kily kapusty (Plasmodiophora brassicae)
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Plon ros$lin zalezy od ich potencjatu genetycznego oraz warunkow Srodowiskowych, w ktérych
sg one uprawiane. Jednym z nich jest zyzno$¢ gleby, na ktora sktada si¢ zawartos¢ sktadnikow
mineralnych oraz udziat i sktad materii organicznej. Rozktad materii organicznej do nieorganicznej
zapewniany jest przez reducentow, czyli organizmy cudzozywne wykorzystujace materi¢ organiczng
jako pozywienie do wlasnego rozwoju. Zwigkszenie iloSci materii nieorganicznej na polach
wykorzystywanych rolniczo odbywa si¢ poprzez rozktad martwej materii organicznej i dokonywany
jest gtownie przez bakterie oraz grzyby bytujace w glebie i na resztkach pozniwnych.

Celem badan byto poznanie skladu zbiorowiska bakterii wystepujacych w ryzosferze ro$lin
rzepaku porazonych przez Plasmodiophora brassicae. Patogen ten wywotuje grozng chorobe roslin
kapustowatych, zwang kitg kapusty. W badaniach poréwnano probki gleby z pémocno-wschodniej
Polski ze stanowisk z naturalnym silnym porazeniem ros$lin rzepaku. W badaniu zastosowano metode
Shotgun w systemie MiSeq Illumina. Catkowite genomowe DNA wyizolowano metodami
Wallenhammar i in. (2012) oraz Zhou i in. (1996) z modyfikacjami. Stwierdzono, ze 97% z 10 milionow
odczytow stanowily bakterie. Najliczniejszg grupe stanowily Proteobacteria (44%), z nich za$ 31%
nalezato do klasy Alphaproteobacteria, do rzedu Rhizobiales.

Analiza genetyczna mikrobiomu zawartego w probkach gleby wykazata ich duze podobienstwo.
W obregbie gromady stwierdzono 257 identycznych jednostek taksonomicznych (OTU), w obrgbie klasy
356, rzgdu 1177, rodziny 945, rodzaju 1260, natomiast identycznych gatunkow byto az 3414.
Wykazano, ze w badanych glebach pojawiaty si¢ sekwencje nalezace migdzy innymi do rodzajow
Bacillus, Clostridium, Ruminococcus, Cellulomonas, Streptomyces, oraz Arthrobacter. Metoda izolacji
DNA miata wplyw na sktad i proporcje ilo§ciowe bakterii w probie. Wicksza roznorodno$¢ mikrobiomu
bakteryjnego uzyskano po zastosowaniu izolacji wg. Zhou. Ponadto zaobserwowano, ze roéznice w
sktadzie i obfitosci populacji bakterii zwigzane byly z lokalizacjg pola, z ktérego dokonywano poboru
probek gleby z ryzosfery porazonych roslin rzepaku.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Zadanie 50)
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Yield depends on plant genetic potential and the environmental conditions in which they are cultivated.
One of them is soil fertility, which consists of mineral compounds and organic matter. The
decomposition of organic to inorganic matter is provided by reducers, i.e. the organisms using organic
matter as feed for their own development. The increase of the amount of inorganic matter in agricultural
fields takes place through the decomposition of dead organic matter, mainly done by bacteria and fungi
living in soil and on crop residues.

The aim was to study the composition of the bacterial community present in the rhizosphere of
rapeseed plants infected with Plasmodiophora brassicae. This pathogen causes a damaging disease of
brassicas, called clubroot. The study compared soil samples from the fields of oilseed rape with natural
strong infestation by the pathogen, located in north-eastern Poland. The search was done by NGS with
the Shotgun method using the MiSeq Illumina system. Total genomic DNA was isolated by
Wallenhammar et al. (2012) and Zhou et al. (1996) with modifications. Bacteria constituted 97% of the
10 million reads. The most numerous group was Proteobacteria (44%), of which 31% belonged to the
Alphaproteobacteria class, the Rhizobiales order.

Genetic analysis of the microbiome contained in soil samples showed their great similarity.
Within the phylum 257 operational taxonomic units (OTU) were identical, within class 356, order 1177,
family 945, genus 1260, while the number of identical species reached 3414. It the studied soils DNA
sequences indicated the presence of the genera Bacillus, Clostridium, Ruminococcus, Cellulomonas,
Streptomyces, and Arthrobacter. The DNA isolation method affected the number and composition of
bacteria in studied samples. Greater diversity of the bacterial microbiome was obtained after DNA
extraction according to Zhou. The differences in the composition and abundance of bacterial populations
were associated with the location of the field from which soil samples were taken.

Research was supported by the Ministry of Agriculture and Rural Development (Task 50)
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Struktura mykobiomu endosfery form jarych pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.) w warunkach kontrolowanych i polowych
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Mikroorganizmy, ktére zasiedlajg wewngtrzne tkanki roslin, nie wywierajac przy tym
negatywnego wpltywu na swojego gospodarza okreslamy mianem endofitow. Ich rola nie jest do konca
poznana, jednak uwaza si¢, ze obecno$¢ omawianych mikroorganizmow niesie za sobg szereg korzysci.
Obserwuje si¢ stymulacje wzrostu roslin oraz zwigkszong tolerancje na stresy abiotyczne. Endofity
ograniczaja ponadto rozwoj patogendw poprzez wzbudzenie reakcji obronnych gospodarza oraz z uwagi
na konkurencj¢ o miejsce i sktadniki odzywcze. Co wigcej, niektore endofity wykazuja aktywnosé
antagonistyczng wzgledem patogendw roslin.

Pszenica stanowi istotne zrodto pokarmu dla cztowieka, zardowno na drodze bezposredniej jak i
posredniej poprzez jej wykorzystanie w zywieniu zwierzat gospodarskich. Kluczowa wydaje si¢ by¢
intensyfikacja produkcji pszenicy spowodowana zwigkszajaca si¢ liczbg ludno$ci na $wiecie, przy
dodatkowo zmieniajacym si¢ klimacie i warunkach $rodowiska rolniczego. Wiedza o roli endofitow
oraz zrozumienie ich zlozonych interakcji z gospodarzem, moze pozwoli¢ na wykorzystanie
symbiotycznych mikroorganizméw do zwigkszenia tolerancji na pojawiajace si¢ stresy biotyczne i
abiotyczne roslin pszenicy.

Celem prezentowanych badan byta izolacja i charakterystyka molekularna spotecznosci
grzybow zasiedlajacych wewnetrzne tkanki organdw pszenicy (liScie, todygi, ziarniaki, korzenie) oraz
porownanie struktury mykobiomu pigciu jarych odmian pszenicy (Rospuda, Rusatka, Bombona,
Kandela, Arabella) uprawianych w warunkach kontrolowanych oraz polowych. Identyfikacje grzybow
wyizolowanych z wysterylizowanych czgéci ro§lin  przeprowadzono z wykorzystaniem
sekwencjonowania regionow ITS (internal transcribed spacer region), SSU (small-subunit ), LSU
(large-subunit) oraz fragmentow genow tub?2 (beta tubulin), tefl (translation elongation factor 1-alpha)
1 RBP1 (largest subunit of RNA polymerase).

Uzyskano 412 izolatow grzybow endofitycznych, ktore zaklasyfikowano do nastgpujacych
rodzajow: Sarocladium sp., Penicillium sp., Anthracocystis sp., Phoma sp., Dactylonectria sp.,
Trichoderma sp., Alternaria sp., Fusarium sp., Microdochium sp., Cladosporium sp. Chrysosporium
sp., Acremonium sp., Periconia sp., Setophoma sp., Setosphaeria sp., Epicoccum sp., Backusella sp.,
Geomyces sp.. Zaobserwowano liczne roznice w strukturze endosfery pomigdzy odmianami
uprawianymi w warunkach kontrolowanych i polowych.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Nauki (numer projektu: 2017/27/B/NZ9/01591)
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Gléwnymi chorobami wystgpujacymi w owsie sa rdza koronowa, maczniak prawdziwy oraz
fuzariozy powodowane przez rozne gatunki z rodzaju Fusarium. Spos$rod nich, chorobag najczgsciej
pojawiajaca si¢ na owsie, jest rdza koronowa wywotywana przez grzyb Puccinia coronata Cda. f.sp.
avenae P. Syd. & Syd. Grzyb moze rozwija¢ si¢ na wszystkich zielonych czgéciach roslin, gtownie
jednak lisciach, pochwach lisciowych i wiechach powodujgc straty plonu siggajace nawet 50%, gdyz
porazenie zmniejsza wydajno$¢ fotosyntezy, co prowadzi do znacznego zmniejszenia transportu
weglowodanow do rozwijajacego sie ziarna obnizajgc jego jakos¢. Infekcja ostabia rowniez rozwoj
stomy sprzyjajac wyleganiu. Chore rosliny sa takze mniej tolerancyjne na susz¢ ze wzgledu na
zredukowany system korzeniowy.

Istniejg r6zne metody zapobiegania rdzy koronowej owsa, lecz zadna z nich nie jest w stanie
zapewnic¢ pelnej kontroli. Wsrdd nich mozna wyrdzni¢: zabiegi agrotechniczne (plodozmian, wczesny
siew, eliminowanie zywicieli posrednich), metody chemiczne (fungicydy systemiczne) oraz
wprowadzanie odpornosci genetycznej. Specyficzna rasowo odporno$¢ genetyczna warunkowana
monogenicznie jest powszechnie stosowana u owsa w walce z rdza koronowa i, jak dotad, jest
najskuteczniejszym sposobem ochrony przed ta chorobg. Dotychczas zidentyfikowano ponad 100
genow Pc warunkujacych odporno$¢ na porazenie przez patogen. Geny odpornosci pochodzity w
wigkszosci z genotypow dzikiego gatunku A. sterilis zebranych w Izraelu, Algierii czy Tunezji.

W niniejszej pracy scharakteryzowano odporno$¢ na Puccinia coronata 41 genotypow A. sterilis
zgromadzonych w Krajowym Centrum Roslinnych Zasobéow Genowych, zebranych podczas polskich
ekspedycji kolekcyjnych do Maroka i Iranu oraz na Ukraing. Materialy te nie byly dotychczas
przedmiotem tego typu badan. Do testowania wykorzystano pig¢ izolatow o r6znym profilu wirulencji.
Wsrod badanych genotypow 76% wykazalo heterogeniczny wzor porazenia, 17% bylo wrazliwych,
a 7% odpornych. Badanie to wykazalo, ze genotypy A. sterilis zebrane w Maroku i zachowane w banku
genow jako ztozone populacje, mogg by¢ bardzo cennym zrédtem odpornosci na rdzg koronowa.
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Instytut Ochrony Roslin-PIB w Poznaniu, we wspolpracy z Instytutem Ogrodnictwa
w Skierniewicach, Instytutem Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa-PIB w Pulawach, w roku
2016 uruchomit portal internetowy Platforma Sygnalizacji Agrofagow (http://www.agrofagi.com.pl).

Do prowadzenia Platformy Sygnalizacji Agrofagow wlaczylty sie¢ rowniez wojewodzkie osrodki
doradztwa rolniczego, Centrum Doradztwa Rolniczego w Brwinowie, Centralny Os$rodek Badania
Odmian Roslin Uprawnych w Stupi Wielkiej, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie
oraz kilka firm prywatnych z sektora rolnego. Platforma Sygnalizacji Agrofagow jest istotnym
elementem wspierajacym realizacje celow i1 dzialan zwigzanych z przestrzeganiem wytycznych
integrowanej produkcji i ochrony ro$lin uprawnych, poniewaz przedstawia w czasie rzeczywistym obraz
zagrozen na terenie kraju co czyni ja przydatnym narz¢dziem wykorzystywanym w programach i
systemach ochrony ros$lin. Bardzo waznym elementem integrowanej ochrony jest systematyczne
monitorowanie agrofagdw ro$lin uprawnych. Monitoring umozliwia okreslenie aktualnego stanu
fitosanitarnego roslin uprawnych dla potrzeb prognozowania optymalnego terminu wykonania zabiegu
ochronnego. Umiej¢tne wykorzystanie wynikow  obserwacji  polowych, przyczynia si¢
do zminimalizowania ryzyka ewentualnych szkéd 1 wyeliminowania nadmiernego czgsto,
niepotrzebnego stosowania srodkow ochrony roslin, na co zwraca uwage Dyrektywa o integrowangj
ochronie roslin. Celem integrowanej ochrony roslin jest uzyskanie zatozonych przez producenta plonow
przy jak najmniejszej ingerencji w ekosystem rolniczy oraz zachgcenie do stosowania naturalnych
sposobow zwalczania szkodnikow.

Krajowy plan dziatania na rzecz ograniczenia ryzyka zwigzanego ze stosowaniem $rodkow
ochrony roslin, zaktada upowszechnianie ogélnych zasad integrowanej ochrony roslin. W zwigzku
z tym zaistniata potrzeba stworzenia bazy danych sktadajacej si¢ z kompendium wiedzy w zakresie
ochrony roslin dla wszystkich uzytkownikow, ktorzy pragna poszerzy¢ swoja wiedz¢ w danym zakresie
oraz wynikOw monitorowania najwazniejszych agrofagdw roslin rolniczych.

Platforma  Sygnalizacji  Agrofagow jest wielostronnym narzgdziem ulatwiajacym,
wspomagajacym podejmowanie decyzji wykonania zabiegéw ochrony roslin w uprawach pszenicy
ozimej, rzepaku ozimego, kukurydzy, ziemniaka, buraka cukrowego oraz ro$lin bobowatych
grubonasiennych. Najwazniejsza funkcja Platformy Sygnalizacji Agrofagow jest publiczne
udostgpnienie  wynikéw monitorowania agrofagéw w uprawach roslin rolniczych. Monitoring jest
prowadzony w okoto 350 punktach na terenie kraju. Tak przystepnie udostgpniona wiedza powinna
z powodzeniem by¢ wykorzystywana w praktyce rolniczej zarbwno na poziomie stuzb doradczych jak
i indywidualnych producentow.

57



SESJA POSTEROWA Sesja 3. Bioroznorodnos¢ roslin i ich patogenow

Identyfikacja genow odpornosci na tamliwo$¢ Zdzbta poprzez
wykorzystanie marker6w molekularnych
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Jolanta Belter', Halina Wisniewska'
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Lamliwo$¢ zdzbta jest jedng z najgrozniejszych chordb pszenicy (Triticum L.), powodowana
przez grzyby patogeniczne z rodzaju Oculimacula. Pojawia si¢ w rejonach, gdzie wystgpuja tagodne
zimy oraz chlodne wiosny. W trakcie wegetacji patogen z pochew lisciowych przedostaje si¢ na
podstawy zdzbta, gdzie na obszarze plam w zdzble tworzy si¢ watowata grzybnia. Skutkiem tego
podstawa zdzbta prochnieje i ulega ztamaniu. Do tej pory odkryto dwa efektywne geny odpornosci na
omawianego patogena: Pchl i Pch2. Gen Pchl zostal zidentyfikowany w Aegilops ventricosa i
translokowany do dlugiego ramienia chromosomu 7D heksaploidalnej pszenicy. Jest on genem, ktory
najefektywniej redukuje poziom porazenia zdzbta. Gen Pch2 zlokalizowany na dluzszym ramieniu
chromosomu 7A pszenicy odmiany ,,Capelle-Desprez”. Ze wzglgdu na jego mniejsza efektywnos¢
traktowany jest jako dodatkowe zrodto odpornosci.

Do identyfikacji genéw odpornosci na tamliwo$¢ zdzbla wykorzystano 168 linii pszenicy ozimej
oraz odmiang Rendezvous - kontrola pozytywna. Geny analizowano wykorzystujac pig¢ markerow.
Pierwszym z nich byta endopeptydaza EpDI1b, marker biatkowy silnie sprz¢zony z locus genu Pchl.
Rownie w bliskiej odlegtosci od locus Pchl znajduje si¢ drugi wykorzystany w badaniach marker
mikrosatelitarny Xorwl, ktory wykazuje calkowite sprzezenie z genem Pchl oraz markerem EpDIb.
Trzecim markerem wykorzystanym do identyfikacji genu Pchl byt marker Xust2001-7DL u ktorego ze
wzgledu na duza odlegto$¢ markera od genu (4,1 cM) moze dochodzi¢ do przetamania sprzgzenia.
Obecnos¢ genu Pch?2 identyfikowano za posrednictwem dwoch markerow Xcfa2040 oraz Xwmc5235.

Sposrod 168 genotypoéw pszenicy ozimej zidentyfikowano 6 linii charakteryzujacych sig¢
obecnoscig obu gendéw Pchl i Pch2, potwierdzonych przez wszystkie wykorzystane markery. Przy
pomocy markera izoenzymatycznego zidentyfikowano 19 genotypow z obecnym genem Pchl, co
dodatkowo zostalo potwierdzone markerem Xorwl. Siedem genotypoéw charakteryzowalo si¢
obecnoscig tylko genu Pcil. U 99 linii zidentyfikowano wytacznie gen Pch2. U pozostatych genotypow
nie stwierdzono genu Pchl i Pch2.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (numer projektu: HOR.hn. 802.2.2019,
Zadanie 2)
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Biosynteza oraz zmiennos¢ sekwencji genu kodujacego syntaze
nierybosomalnych peptydow u wybranych gatunkow grzybow z rzedu
Hypocreales
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Grzyby z rzgdu Hypocreales sa szeroko rozpowszechnionymi na $wiecie producentami
bioaktywnych metabolitow wtérnych i1 znaczaco wplywaja na jako$¢ upraw oraz na proces
przetwarzania zywno§ci 1 pasz. Istotne znaczenie maja gatunki Fusarium bedace czgstymi patogenami
zb0z, a ich produkty metabolizmu wtérnego - mykotoksyny, obnizajg jako$¢ produktow spozywczych i
paszowych stanowigc zagrozenie zdrowotne dla ludzi i zwierzat. Wazng grupe grzybdéw stanowig
entomopatogenne gatunki nalezace do rodzaju Isaria, Beauveria oraz Cordyceps wykorzystywane jako
alternatywa dla pestycydow. Wykazano, ze niektére z nich moga syntetyzowa¢ toksyczne
depsypeptydy, gtdownie bowerycyny (BEAs) oraz eniatyny (ENNs). Strukturalnie BEAs i ENNs naleza
do nierybosomalnych cyklicznych heksadepsypeptydow, ktore rowniez sg niebezpieczne dla zdrowia
ludzi i zwierzat nawet w niskich stezeniach.

Celem badan bylo porownanie st¢zenia produktéw koncowych metabolizmu wtérmnego u
wybranych gatunkéw grzybow za pomoca spektrometrii mas (UPLC-MS/MS). Przeanalizowano
rowniez strukture¢ genu BEAS poprzez sekwencjonowanie jego fragmentéw z rdznych gatunkow
grzybow nalezacych do Hypocreales.

Dziewigtnascie izolatow grzyboéw nalezacych do jedenastu gatunkéw Fusarium avenaceum
(1337), Fusarium acuminatum (41/9/3), Fusarium concentricum (P35), Fusarium proliferatum (RT6.7,
RTS5.4; A 4.12), Fusarium verticillioides (MU12; P36), Fusarium oxysporum (MAL 1.4), Beauveria
bassiana (MU2), Beauveria felina (ENC3), Isaria farinosa (4447, ENCS5; ENC9; MUS), Isaria
fumosorosea (MU1) oraz Cordyceps confiragosa (4414; ENC1; ENC6) hodowano na ziarnie ryzu. Po
dwoch tygodniach hodowli przygotowano ekstrakty i analizowano je przy uzyciu chromatografii
cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas. Przygotowano rowniez siedmiodniowe hodowle grzybow
na szalkach Petriego z podtozem PDA (Oxoid, Basingstoke, UK) w celu ekstrakcji DNA i dalszych
analiz molekularnych. Gen kodujacy syntazg peptydéow nierybosomalnych (BEAS) badano za pomoca
dostepnych sekwencji FpBEAS pochodzacych z F. proliferatum (NCBI JF826561.1). IloSciowa analiza
bowerycyny i czterech analogéw eniatyn (ENN A, ENN A;, ENN B, ENN B,) zostata przeprowadzona
z uzyciem systemu UPLC™ (Acquity, Waters, Milford, MA, USA) sprzgzonym z potrdjnym
kwadrupolowym spektrometrem mas TQD, (Waters Micromass, Manchester, UK).

Badania wykazaly wysoka zmienno$¢ cykloheksadepsypeptydow produkowanych przez rdzne
gatunki z rzedu Hypocreales.

Badania sfinansowano z projektow NCN OPUS 8 (numer projektu: 2014/15/B/NZ9/01544) oraz PRELUDIUM
13 (numer projektu: 2017/25/N/NZ9/02525)
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Genetic parameters and QTLs for total phenolic content and yield of wheat
mapping population of CSDH lines under drought stress
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A doubled haploid population of 94 lines from the Chinese Spring x SQ1 wheat cross was used to
evaluate additive and epistasis gene action effects on total phenolic content, grain yield of the main stem,
grain number per plant, thousand grain weight and dry weight per plant at harvest based on phenotypic
and genotypic observations of CSDH lines. These traits were evaluated under moderate and severe
drought stress and compared to well-watered plants. Plants were grown in pots in an open-sided
greenhouse. Genetic parameters, such as additive and epistatic effects, affecting total phenolic content,
were estimated for eight year-by-drought combinations. Twenty-one markers showed a significant
additive effect on total phenolic content in all eight year-by-drought combinations. These markers were
located on chromosomes: 1A, 1B, 2A, 2B, 2D, 3A, 3B, 3D, 4A and 4D. Region on 4AL with a stable
QTL controlling the phenolic content, confirmed by various statistical methods is particularly
noteworthy. In all years and treatments, three statistically significant markers linked to QTL have been
identified for both phenols and yield. Thirteen markers were coincident with candidate genes. Our results
indicated the importance of both additive and epistasis gene effects on total phenolic content in eight
year-by-drought combinations.
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Cassia sturtii, Chamaecrista mimosoides i Senna obtusifolia — wygodne
modele w analizach ewolucyjnych roslin straczkowych

Katarzyna B. Czyz, Grzegorz Koczyk
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Rosliny straczkowe (Fabaceae) stanowig trzecig pod wzglgdem wielkosci rodzing ro$lin
dwulisciennych. Na podstawie cech morfologicznych w obrebie Fabaceae wyodrebniono trzy
podrodziny: Caesalpinioideae, Mimosoideae 1 Papilionoideae, ktorych cecha charakterystyczng jest
zdolno$¢ wigzania azotu atmosferycznego poprzez $ciste oddziatywania symbiotyczne z bakteriami
Rhizobiaceae. Nie wszystkie rosliny straczkowe sa zdolne do nodulacji. Ponad 80% gatunkow
nalezacych do grup Mimosoideae 1 Papilionoideae symbiotycznie wigze azot, podczas gdy tylko 30%
gatunkow  Caesalpinioideae wytwarza brodawki korzeniowe. Z powyzszych wzgledow,
Caesalpinioideae stanowia prawdopodobna grupe przejsciowa oraz dogodny model w badaniach
procesow zdolnosci biologicznego wigzania azotu na poziomie ewolucji gendw zaangazowanych w ten
proces u roslin straczkowych.

Prowadzone w zespole prace sg proba wyjasnienia przemian ewolucyjnych prowadzacych do
wyksztalcenia 1 utrzymania zdolnosci biologicznego wigzania azotu w obrgbie rodziny Fabaceae, w
kontekscie dywergentnych podrodzin Caesalpinoideae i Mimosoideae. Hipoteza wyjsciowa jest
stwierdzenie, iz zroznicowanie wystepowania zdolnosci do nodulacji w starych ewolucyjnie liniach
roslin stragczkowych ma odzwierciedlenie w skladzie jakosciowym transkryptomoéow tychze roslin.
Ponadto zaktadamy, Ze nie tylko duplikacja, ale rowniez utrata poszczegdlnych gendéw, w tym catych
rodzin genowych miata znaczacy wplyw na ewolucje¢ stabilnego oddzialywania symbiotycznego.
Zgromadzone w wyniku sekwencjonowania nowej generacji dane transkryptomiczne pozwolg ustali¢
czy zmiany w strukturze genomu, prowadzace do adaptacji funkcjonalnej, zwigzanej z wytworzeniem
uktadow symbiotycznych Fabaceae-Rhizobiaceae byly stopniowe czy pojawily si¢ nagle.
Kompleksowa analiza poréwnawcza transkryptomow ro$lin strgczkowych pozwoli na wskazanie
potencjalnych determinantow nodulacji wspotdzielonych pomiedzy Mimosoideae, Caesalpinioideaei
Papilionoideae. Umozliwi rowniez wnioskowanie o mechanizmach zaangazowanych w ksztalttowanie
zmienno$ci genetycznej roslin stragczkowych. Scharakteryzowane zostang rodziny genéw podatne na
presje selekcyjng w obregbie ewolucyjnie starych linii Fabaceae.

W tej pracy prezentujemy wstepne dane dotyczace uzyskanych sekwencji oraz kompletnosci
ztozonych transkryptomoéw trzech ro$lin straczkowych: Cassia sturtii, Chamaecrista mimosoides i
Senna obtusifolia. W pierwszej kolejnosci, uzyskane surowe dane zostaly przefiltrowane w celu
usuni¢cia odczytow niskiej jakosci (<Q10), przyciecia sekwencji starterow/adapterow. Wstepnie
przetworzone sparowane odczyty wysokiej jakoSci zostaty zlozone w funkcjonalne transkrypty
(dtugosci k-mer 20-70 pz). Fragmentaryczne ztozenia o r6znych parametrach wejsciowych (dtugose k-
merow, rodzaj narzedzia) zostaty potaczone i uzgodnione za pomoca podejscia Evidential Gene
(EviGene). Kompletno$¢ ortologiczng powstatych transkryptéw oceniono za pomoca jednokopijnych
ortologow BUSCO v3 na zbiorze gendw referencyjnych dla Embryophyta (embryophyta odb9).
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Struktura genetyczna populacji pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
na podstawie kolekcji HYBRE
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Hodowla heterozyjnych odmian pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) stanowi odpowiedz
na prognozy wzrostu zapotrzebowania na zywnosS¢ i dazenie do podwojenia plondéw pszenicy przed
2050 rokiem. Jednym z kryteriow doboru komponentdéw rodzicielskich mieszancow F; jest jak
najwiekszy dystans genetyczny (GD). Prezentowane badania miaty na celu opisanie struktury populacji
ponad 500 form pszenicy zwyczajnej (odmian oraz materiatdw pochodzacych z dwoéch polskich firm
hodowlano-nasiennych) na podstawie genotypowania markerami typu DArT-seq, silicoDArT oraz SSR.
Strukture populacji oceniono poprzez analiz¢ wspotrzednych gtownych na podstawie wspotczynnikow
pokrewienstwa wyliczonych z réznych typéw danych markerowych, poddanych wcze$niej filtracji
w oparciu o frekwencje rzadszego allelu oraz liczbe brakujacych obserwacji. Wykresy wizualizujace
strukture populacji bazujace na 26369 markerach typu silicoDArT oraz 13499 markerach typu DArT-
seq wykazuja duze podobienstwo, podczas gdy wynik otrzymamy na podstawie 16 par starterow SSR
znacznie od nich odbiega. Markery typu DArT-seq oraz SSR postuzyly réwniez do oceny
wspolczynnika heterozygotycznosci badanych obiektow, ktory nie przekraczal, odpowiednio, 0.54 i
0.19. Ocena heterozygotycznosci markerow typu DArT-seq pokazata znacznie wigksza
heterozygotycznos¢ loci w genomie D. Wspotczynniki pokrewienstwa badanych odmian wyznaczone
na podstawie danych typu DArT-seq postuzyty do konstrukcji dendrogramu ukazujacego zwigzki
pomigdzy badanymi obiektami. Otrzymane grupowanie hierarchiczne moze by¢ pomocne w ocenie GD
przy wyborze komponentow rodzicielskich oraz moze postuzy¢ do wyznaczenia kolekcji podstawowe;j.

Badania sfinansowano z projektu BIOSTRATEG3/343665/6/NCBR/2017
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Identyfikacja markerow zasocjowanych z MTZ w owsie zwyczajnym
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W mapowaniu asocjacyjnym zastosowanie zroznicowanych, ale jednocze$nie wyroéwnanych
materiatow roslinnych powoduje, ze akty rekombinacji zachodzace we wczesniejszych etapach
wyprowadzenia tych materiatow obejmujg zmienno$¢ bardziej odpowiadajacg zmiennos$ci danej puli
genetycznej, anizeli populacje biparentalne. W zwigzku z tym identyfikowane markery cech powinny
by¢ bardziej uniwersalne i jednocze$nie uzyteczne na szerszym materiale roslinnym. Fenotypowanie i
genotypowanie panelu materiatow asocjacyjnych umozliwia okreslenie asocjacji markera z cechg. Im
silniej marker jest asocjowany z cecha tym silniejsze niezrownowazenie sprz¢zen (LD). W ten sposob
dochodzi do identyfikacji obszaru wystepowania cechy w genomie.

W przeprowadzonym mapowaniu asocjacyjnym material roslinny stanowita zréznicowana
populacja owsa zwyczajnego, reprezentowana przez 370 daleko spokrewnionych lub
niespokrewnionych osobnikéw o duzym stopniu wyréwnania w obrebie poszczegoélnych linii. Panel
asocjacyjny poddano genotypowaniu z wykorzystaniem technologii DArTseq oraz szczegétowemu
fenotypowaniu w latach 2014-2016.

Masg tysigca ziarniakow oceniano w jednym powtdrzeniu w latach 2014 1 2015 oraz w dwodch
powtorzeniach w roku 2016. Analizg asocjacyjng przeprowadzono w pakiecie GAPIT R. Szczegotowa
analiza danych genotypowych uzyskanych dla populacji przeznaczonej do mapowania asocjacyjnego
wykazata, ze dobor osobnikow zostal przeprowadzony prawidtowo, a dane genotypowe moga byc
wykorzystywane do okreslenia asocjacji markerow z badang cecha.

W przypadku markeréw silicoDArT silng asocjacje z MTZ w co najmniej w dwoch latach badan
lub w dwoch powtdrzeniach wykazaly 2 sposrod 60 tys. markerow, z kolei 19 markeréw asocjowato z
cechg w dwoch latach badan, ale jednoczesnie w trzech powtorzeniach. Sposrod testowanych 60 tys.
markerow DArTseq 4 wykazaly asocjacj¢ z badang cecha w kazdym roku badan. Z kolei w przypadku
48 markerow stwierdzono asocjacje z cecha w trzech sposrod czterech niezaleznych analiz.
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Geny warunkujace wczesno$¢ kwitnienia w lubinie zoltym
(Lupinus luteus L.)

Piotr Plewinski', Michat Ksigzkiewicz', Magdalena Tomaszewska', Sandra Rychel’,
Matthew N. Nelson’, Pawel Krajewski', Bogdan Wolko'
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ZAgriculture and Food, Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation, Floreat,
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Wezesnos¢ kwitnienia jest istotng cechg uzytkows, umozliwiajaca prowadzenie upraw ro$lin
nasiennych w warunkach klimatu umiarkowanego. Gléwnymi czynnikami wptywajacymi na termin
kwitnienia sg dlugo$¢ dnia (fotoperiod) i temperatura. U niektorych gatunkow, w tym takze tubinow,
konieczne jest rowniez wystgpienie wernalizacji, czyli odpowiednio dlugiego okresu z niska
temperaturg w fazie kietkowania nasion. Poznanie genetycznych podstaw indukcji kwitnienia w gatunku
uprawnym moze mie¢, oprocz wzbogacenia wiedzy podstawowej, znaczenie aplikacyjne poprzez
ukierunkowanie doboru przyszlych komponentéw do krzyzowan i przyspieszenie procesu tworzenia
nowych odmian o pozadanym fenotypie.

Lubin 7oty (Lupinus luteus L.) jest gatunkiem z rodziny bobowatych (Fabaceae), znanym z
wysokiej zawarto$ci biatka w nasionach i docenianym w agrotechnice, poniewaz uzyznia glebe i dziala
na nig strukturotworczo. W $wiatowej kolekcji nasiennej tego gatunku istnieje znaczna zmienno$é
terminu kwitnienia wynikajgca ze zrdéznicowania wymagan wernalizacyjnych, jednak molekularne
podtoze tej cechy nie zostato poznane.

Celem badan bylo poznanie gendéw warunkujacych obnizone wymagania wernalizacyjne
wczesnych linii tubinu zéttego. Wytypowano 21 gendéw pochodzacych z réznych szlakow indukcji
kwitnienia, ktére poddano amplifikacji i sekwencjonowaniu na matrycy DNA wyizolowanego z linii
rodzicielskich dwoch populacji mapujacych segregujacych pod wzglgdem wymagan wernalizacyjnych:
australijskiej (P28213 i Wodjil) i1 polskiej (Parys i PRH 444/14), a takze z linii dzikiej (Population
Sevilla 4). Zidentyfikowane polimorfizmy dla linii P28213 1 Wodjil przeksztalcono w markery
molekularne typu PCR i zlokalizowano na mapie genetycznej. Wykazano ko-lokalizacje jednego z
markerow z glownym locus cechy iloSciowej wczesnosci kwitnienia, wyjasniajacym 15%
obserwowanej wariancji fenotypowej. Przydatnos¢ opracowanego markera do selekgcji
termoneutralnych materiatéw hodowlanych potwierdzono w puli 112 linii w toku trzech lat do§wiadczen
wernalizacyjnych prowadzonych w warunkach kontrolowanych.

W celu oceny profilu ekspresji genow w odpowiedzi na wernalizacje¢ wykonano dla badanych
pigciu linii sekwencjonowanie RNA metodg NovaSeq6000. Analiza tych sekwencji wykazata korelacje
weczesnosci kwitnienia z poziomem ekspresji niektorych genéw z dwoch szlakow indukcji kwitnienia -
wernalizacyjnego i autonomicznego. W tym zbiorze zidentyfikowano takze gen zawierajacy sekwencje
opracowanego markera selekcyjnego.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Zadanie 39)
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Sieci w badaniach metabolitow i bialek w jeczmieniu pod wplywem suszy
Aneta Sawikowska
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Przedstawiamy metody integracji danych za pomocg sieci. Dane uzyskano w badaniach
metabolicznych i1 proteomicznych lici jeczmienia (Hordeum vulgare L.) pod wplywem suszy.
Przeprowadzono kompleksowe analizy danych dla doswiadczen wieloczynnikowych, od surowych
obserwacji do wynikéw analizy statycznej i konstrukcji sieci. Wstepne przetwarzanie danych sktadato
si¢ z kilku zintegrowanych etapéw wykonanych w systemie R. Analizy statystyczne przeprowadzono
przy uzyciu procedur zawartych w programie Genstat.

Sieci korelacyjne i sieci rdznicowe skonstruowano w celu porownania relacji miedzy
metabolitami i biatkami w r6znych warunkach. Analize sieci korelacyjnych przeprowadzono za pomoca
pakietu WGCNA w R, macierz korelacji Pearsona przeksztatcono w macierz przylegtosci wierzchotkow
i podniesiono ja do odpowiedniej potegi oraz przeksztatcono do macierzy TOM (topological overlap
matrix). Moduly wykryto przez grupowanie. Sieci réznicowe utworzono za pomoca testu opartego na
transformacji Fishera Z z poprawka Bonferroniego. Wizualizacje sieci przeprowadzono w Cytoscape.
Ponadto wykonano sie¢ metabolitow z markerami SSR i SNP na podstawie analizy mQTL. Algorytmy
konstruujace sieci mozna zastosowa¢ do wszelkich danych o duzej liczbie cech.

Badania  finansowano z projektu  WND-POIG.01.03.01-00-101/08 =~ POLAPGEN-BD ,Narzedzia
biotechnologiczne stuzce do otrzymywania zb6z o zwigkszonej odpornosci na susz¢" wspotfinansowanego przez
Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego w ramach Dziatania 1.3.1 Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka 2007-2013. Czg$¢ obliczen otrzymano w ramach grantu realizowanego w Poznanskim Centrum
Superkomputerowo-Sieciowym.
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Poszukiwanie markerow molekularnych sprze¢zonych z loci odpornosci na
bakteryjng kanciasta plamistos¢ ogorka (Cucumis sativus L.)

Renata Stomnicka, Helena Olczak-Woltman, Grzegorz Bartoszewski

Katedra Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin, Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego,
ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa
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Sprawcg bakteryjnej kanciastej plamistosci w uprawie ogorka jest Pseudomonas syringae pv.
lachrymans. W warunkach Polski choroba ta powoduje przede wszystkich uszkodzenia lisci roslin w
uprawie gruntowej, co moze prowadzi¢ do szybkiego porazenia wtomego lisci przez maczniaka
rzekomego i przyczynic si¢ do znacznych strat plonu, nawet wowczas, gdy prowadzona jest intensywna
ochrona chemiczna. Jak dotychczas poziom odporno$ci odmian gruntowych ogoérka na kanciastg
plamisto$¢ nie jest satysfakcjonujacy. Wykorzystujac odporng lini¢ Gyl4 zmapowano gen ps/ i
zidentyfikowano loci ilosciowe (QTL) odpornosci na kanciastg plamisto$¢. oraz wskazano
odpowiadajace im interwaty genomu (Stomnicka i wsp. 2018). Stwierdzono, ze gtdwne QTL odpornosci
psl5.11 psl5.2 znajduja si¢ na chromosomie 5 ogorka, za§ gen ps/ jest zlokalizowany w obrebie locus
psi5. 1. Markery sprzgzone z loci odpornosci nie zostaty jak dotychczas przetestowane na szerszym
materiale hodowlanym, stad tez trudno jest okresli¢ ich przydatno$¢ w hodowli ogorka. Celem badan
bylo opracowanie i przetestowanie markeréw DNA sprzezonych z loci odpornos$ci na kanciastg
plamisto$¢ ogorka oraz ocena ich przydatnosci w selekcji. Na podstawie skonstruowanej mapy
genetyczne] wytypowano do badan markery najblizej sprzezone z loci odpornosci, a ponadto
zidentyfikowano bioinformatycznie w obrebie loci psi5.1 i psi5.2 seri¢ polimorfizméw na podstawie
ktérych opracowano nowg pule markerow. Markery testowano na panelu linii ogérka rézniacych sie
odpornoscig na kanciasta plamistos¢. Otrzymane wyniki genotypowania i testow odpornosciowych
zestawiono 1 wykorzystano do okre$lenia przydatnosci testowanych markerow w hodowli
odpornosciowej ogorka.

Stomnicka R., Olczak-Woltman H., Korzeniewska K., Gozdowski D., Niemirowicz-Szczytt K.,
Bartoszewski G. 2018. Genetic mapping of ps/ locus and quantitative trait loci for angular leaf spot resistance

in cucumber (Cucumis sativus L.). Molecular Breeding 38:111.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi w ramach zadania badawczego nr 100 pt.
,,Doskonalenie ogorka (Cucumis sativus L.) pod wzgledem odpornosci na kanciastg plamisto$¢”
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Identyfikacja QTL dla wysokosci w populacji RIL Avena fatua L. x Avena
sativa L. ‘Sam’
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Ewelina Marek', Kinga Jedra'
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Owies zwyczajny (Avena sativa L.) jest alloheksaploidem (2n=6x=42), ktory powstal w wyniku
dwoch rund krzyzowan i duplikacji chromosomow, z ktorych pierwsze doprowadzito do wytworzenia
tetraploidalnej formy o genomach A i C, z kolei nastgpne krzyzowanie z dotychczas nieznanym
donorem genomu D przyczynito si¢ do uformowania heksaploidow. Sposrod heksaploidalnych
gatunkow z rodzaju Avena tylko A. sativa i A. byzantina Koch. sg formami uprawnymi. Pozostate to
formy dzikie, takie jak A. sterilis L., czy chwasty — A. fatua. Z uwagi na latwos$¢ krzyzowania
nieuprawne heksaploidy wykorzystywane sa jako rezerwuar pozadanych genow warunkujacych
odpornos$¢ na choroby, lepsze zdolno$ci adaptacyjne lub korzystny sktad biochemiczny ziarna.

Jednym z kierunkéw hodowli owsa jest hodowla odmian o skroconej stomie i zwigkszonej
odpornosci na wyleganie, a jednocze$nie wysokim plonowaniu. Dotychczasowe poszukiwania
monogenicznych zrodet kartfowatosci, o korzystnym wplywie na pozostale elementy plonu owsa nie
powiodly si¢, a zidentyfikowane dotychczas osiem genow karlowato$ci nie znalazto szerszego
zastosowania w hodowli tego gatunku, z wyjatkiem genu Dw6 wykorzystywanego gtéwnie w hodowli
odmian australijskich.

W prezentowanych badaniach podj¢to probe zidentyfikowania alleli uczestniczacych w
ksztattowaniu wysokosci ros§lin w obrgbie populacji rekombinacyjnych linii wsobnych uzyskanych w
wyniku krzyzowania owsa ghuchego — A. fatua z polska odmiang owsa zwyczajnego ‘Sam’. Analiza
polimorfizmu sekwencji DNA przeprowadzona z wykorzystaniem technologii DArTseq oraz
fenotypowa ocena linii Fg tej populacji umozliwily identyfikacje 5 QTLi zwigzanych z wysokoscia, z
ktoérych najsilniejszy charakteryzowat si¢ wartoscia LOD = 27 oraz odziedziczalno$cig 28,9%. Dalsze
badania wykaza czy mozliwe jest wykorzystanie form o najkorzystniejszym uktadzie QTLi w hodowli
owsa o skroconej stomie.
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Analizy metabolomiczne oraz proteomiczne — uzyteczne rozwinie¢cie badan
genetycznych roslin uprawnych

Natalia Witaszak, Dariusz Kruszka, Piotr Kachlicki

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: dkru@igr.poznan.pl

Istotng dziedzing badan biologicznych jest sledzenie zalezno$ci migdzy zmianami zachodzacymi
w organizmie od wptywu czynnikow zewnetrznych, ktore czgsto maja swoj poczatek w obserwacji
zmian wygladu organizmu. Wiadomym jest, Zze fenotyp organizmu jest warunkowany genetycznie,
jednakze modulowany jest rowniez wptywem czynnikow srodowiskowych. Z tego tez wzgledu, aby
zbudowac peten obraz analizowanego zagadnienia, oprocz badan podstaw genetycznych, konieczne jest
rowniez poznanie przemian metabolicznych zachodzacych w organizmie. Caly wachlarz mozliwosci
podczas prowadzenia tych badan daja proteomika (analiza biatek) oraz metabolomika (analiza
zwiazkow niskoczasteczkowych), nalezace do stosunkowo nowych preznie rozwijajacych si¢ dziedzin
analitycznych.

Badania proteomiczne i metabolomiczne s3 coraz czesSciej wykorzystywane w badaniach
biologicznych, réwniez tych skupiajacych si¢ na genetyce roslin uprawnych. W obu przypadkach
niezastgpionym narzedziem sg techniki separacyjne tj. chromatografia cieczowa (LC) i gazowa (GC)
dziatajace z wykorzystaniem wysokorozdzielczej spektrometrii mass. W badaniach z tego zakresu
mozna wyrdézni¢ analizy o charakterze celowanym, gdy poszukujemy i oznaczmy konkretne biatko lub
metabolit oraz globalnym, kiedy analizujemy caty ich profil. Dzigki zastosowaniu odpowiedniej metody
przygotowania prob i metody analitycznej mozliwe jest uzyskanie ogolnej informacji dotyczacej rdznic
w zestawach biatek badz zwigzkoéw niskoczasteczkowych: lipidow, metabolitow pierwotnych lub
wtornych, a nastepnie skoncentrowac na analizie celowanej wybranej grupy zwigzkow.

Najwickszym wyzwaniem w tej dziedzinie jest przetworzenie i analiza duzych zbioré6w danych,
ktore sa generowane podczas analiz spektrometrycznych. Kluczowymi etapami interpretacji wynikow
sa: pre-processing danych, shluzacy uzyskaniu tabeli pojedynczych sygnaléw masowych, ich
identyfikacja oraz analiza statystyczna. Analizy te umozliwiajg dostgpne na rynku komercyjne
(Compound Discoverer”, Thermo Fisher Scientific) oraz niekomercyjne (MaxQuant, MSDIAL)
programy komputerowe. Programy te bazujac na doktadnej masie, rozktadzie izotopowym, widmie
fragmentarycznym i poréwnaniu ich z danymi dostgpnymi w bazach danych, jak réwniez publikacjach
naukowych, daja mozliwos¢ identyfikacji zwigzkéw chemicznych i peptydéw. Zastosowanie takich
pakietow, jak MetaboAnalyst lub Perseus umozliwiajg przeprowadzenie analiz statystycznych, a takze
wizualizacj¢ zebranych danych oraz tworzenie modeli statystycznych (PCA, PLS-DA). Pakiety te
pozwalajg réwniez na przyporzadkowanie zidentyfikowanych zwiazkéw do wybranych szlakow
metabolicznych dostepnych w bibliotekach KEGG Iub PlantCyec.

Proteomika oraz metabolomika sg coraz czgSciej wykorzystywane w wysokoprzepustowych
badaniach multiomnicznych, a wnioski z nich wyciggnigte moga prowokowac do stawiania nowych tez
i stanowi¢ podwaliny pomystéw na kolejne badania naukowe.
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Analiza skladu bialek zapasowych oraz wstepna ocena jakosciowa ziarna
pszenjeczmienia (7Tritordeum)
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Heksaploidalny pszenjeczmien (7ritordeum Ascherson et Graebner) to plodny amfiploid
(2n=6x=42, AABBH®"H®) otrzymany poprzez skrzyzowanie dzikiego jeczmienia Hordeum chilense
Roem. et Schulz. i pszenicy durum Triticum turgidum conv. durum Desf. em. M.K. Zboze to posiada
korzystne cechy agronomiczne takie jak dobra plenno$¢, wysoka biomase oraz liczbe ziaren z klosa,
duzag zawartos¢ biatka i1 beta-karotenu, lepsze pobieranie azotu niz pszenica, a takze zwigkszong
odpornos$¢ na stresy biotyczne i abiotyczne.

Biatka zawarte w ziarnie zb6z maja duze znaczenie podczas rozwoju rosliny oraz decyduja o jej
zastosowaniu technologicznym. W przypadku pszenicy chlebowe;j, ktora jest najwazniejszym zbozem
w zywieniu czlowieka, istotng role w kreowaniu jakos$ci wypiekowej i oceny technologicznej pelni
kompleks glutenu sktadajacy si¢ w glownej mierze z wysokoczasteczkowych podjednostek
gluteninowych (HMW-GS) 1 niskoczasteczkowych podjednostek gluteninowych (LMW-GS).
Kompleks ten stanowi blisko 50% wszystkich biatek zapasowych obecnych w ziarnie pszenicy,
determinujac okoto 70% zmiennos$ci technologicznej. Analiza jakosciowa ziarna pszenjgczmienia pod
katem wlasciwosci wypiekowych, poza rozpatrzeniem ilo$ci biatka oraz skrobi, wymaga wlasnie
uwzgledniania sktadu kompleksu HMW-GS i LMW-GS. Danych literaturowych jak i prowadzonych
badan dotyczacych wplywu poszczegdlnych biatek zapasowych pszenjeczmienia (HMW-GS, LMW-
GS i hordein) na jakos$¢ technologiczna, jest stosunkowo niewiele.

Celem prowadzonych badan byta analiza sktadu biatek zapasowych pszenjeczmienia oraz
wstepna ocena jakoSciowa ziarna. Materiatem do badan byly ziarna dwoch odmian oraz 23 linii
pszenjgczmienia (uzyskanych z Agrasys S.L. Hiszpania oraz Crop Research Institute Czechy).
Identyfikacje sktadu jakosciowego HMW-GS oraz LMW-GS przeprowadzono z wykorzystaniem
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym z dodatkiem siarczanu dodecylodowego (SDS-PAGE),
natomiast wstgpna ocen¢ jakoSciowa ziarna wykonano z uzyciem Spektrofotometru DA 7200 NIR.
Oznaczono procentowg zawarto$¢ biatka, glutenu, skrobi, wilgotno$¢ oraz mase tysigca ziaren w
badanym ziarnie pszenj¢czmienia. Wykazano duzg zawartos¢ biatka oraz glutenu, co moze stanowic
istotng informacje¢ dla przemystu piekarskiego. Analiza elektroforetyczna potwierdzita brak HMW-GS
oraz LMW-GS kodowanych przez loci Glu-D1 oraz Glu-D3 na rzecz hordein kodowanych w obrebie
locus Glu-H"1.

Zdobyta wiedza oraz zastosowane podejscie stanowig etap wstgpny badan nad pszenjgczmieniem
dajac szans¢ na wytypowanie materialdow o korzystnych wlasciwosciach, ktére beda mogly by¢
efektywnie wykorzystywane w hodowli.
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Zmiennos¢ i wspolzaleznos¢ cech w kolekeji Lupinus angustifolius L.
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Duzy areal gleb lekkich i kwasnych w Polsce oraz aktualne trendy potrzeby ograniczenia
nawozenia mineralnego i pozyskania rodzimego zrodla biatka kieruja uwage na powszechniejsze
wykorzystanie ro$lin strgczkowych, w tym tubinu waskolistnego. Znajduje on zastosowanie w zywieniu
zwierzat, przemysle spozywczym, farmaceutycznym oraz w rolnictwie jako roslina rotacyjna. Celem
badan byla ocena zmiennosci kolekcji 50 genotypow tubinu waskolistnego pod wzgledem cech
morfologicznych, wybranych elementéw struktury plon oraz cech jako$ciowych nasion. Na podstawie
przeprowadzonej wielowymiarowej oceny zroznicowania w kolekcji tubinu waskolistnego wykazano,
ze pierwsze 5 skladowych gtownych wyjasnia zasadniczg zmienno$¢ wsrod badanych genotypoéow pod
wzgledem 8 z 16 analizowanych cech. Pierwsza sktadowa gléwna zwigzana byta z wysokoscig calej
ro$liny i1 pgdu gtownego, druga z liczbg zawiagzanych stragkow na pegdzie gldownym i bocznym, trzecia
sktadowa z wysokoscig do I produktywnego rozgalezienia oraz liczba produktywnych rozgatezien I
rzedu, czwarta z udziatem okrywy nasiennej w nasieniu, pigta za$ z procentowym udziatem §cian stragka
w stragku. Biorac pod uwage warto$¢ wspotczynnika zmiennos$ci najwigksza warto$¢ osiagnigto dla
dlugosci kwiatostanu pedu bocznego i plonu, a najnizsza dla masy 1000 nasion oraz procentowej
zawartos$ci biatka w suchej masie. Uzyskane wspotczynniki korelacji wskazuja na dodatnig zalezno$¢
miedzy plonem a wysokoscia pedu gtownego i1 calej ros$liny oraz masa tysigca nasion a liczbg
zawigzanych strgkow na kwiatostanie pedu gtdéwnego i bocznego. Ujemne wartosci wspotczynnikow
korelacji otrzymano dla nastepujacych par cech: wysokosci do I produktywnego rozgatgzienia i liczby
rozgatezien produktywnych I rzedu oraz wysoko$¢ catej rosliny i procentowego udziatu $cian straka w
straku. Z punktu widzenia przydatnosci do hodowli na uwagg zastuguja 4 genotypy (W019, W040,
W047 i W049). Odznaczaja si¢ one wysokim plonem i zawarto$cia biatka w suchej masie oraz niska
zawarto$cig widkna i mozliwie cienkiej okrywie nasiennej. Pomimo tego, ze 5 genotypow (W004,
WO015, W017, W037 i WO039) nie odznaczato si¢ dobrym plonowaniem to jednak miato korzystne
parametry takich jak cech: wysokiej zawarto$ci bialtka, niskiej zawarto$ci wtokna i cienkiej okrywy
nasiennej. Obiekty te moglyby by¢ wykorzystywane do programow krzyzowan, w celu poprawy tych
wlasciwosci.
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Ocena komponentow struktury i jakosci plonu linii owsa otrzymanych
poprzez krzyzowanie z kukurydza

Katarzyna Juzon', Edyta Skrzypek!, Marzena Warchol', Ilona Czyczylo-Mysza', Kinga Dziurka',
Izabela Marcinska', Tomasz Warzecha’, Dominika Idziak-Helmcke®, Zygmunt Nita®, Krystyna
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Krzyzowanie oddalone owsa (4vena sativa L.) z kukurydza (Zea mays L.) jest jedna z najbardziej
skutecznych metod wytwarzania linii podwojonych haploidow (DH, ang. doubled haploid) owsa. Po
zapyleniu owsa kukurydza, chromosomy kukurydzy zostaja zwykle wyeliminowane we wczesnych
fazach embriogenezy, w wyniku czego rosliny pokolenia F; sg allohaploidami. Zdarza si¢ rowniez, ze
chromosomy kukurydzy zostaja wbudowane w genom owsa tworzac stabilne i ptodne mieszance owsa
z kukurydza.

Celem badan byla ocena wybranych komponentow struktury i jakosci plonu linii DH oraz
mieszancow owsa z kukurydza.

Sposréd 222 linii, u 124 wykryto fragment retrotranspozonu Grande 1 (55,8%), a 36 linii
mieszancowych byto ptodnych. Przeprowadzone badania metodg SSR-PCR
z wykorzystaniem starterow specyficznych dla chromosomoéow 1.-10. kukurydzy pozwolity na wykrycie
fragmentdw ich chromatyny lub catych (jednego do trzech) chromosoméw w mieszancach.

Pigcdziesigt osiem linii mieszancowych i 10 linii DH zostalo wprowadzonych do do$wiadczen
polowych Hodowli Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR. Sposrod badanych linii nagoziarnistych
2 linie DH i 3 mieszancowe miaty mas¢ tysigca ziaren (MTZ) ponizej wzorca (Amant: MTZ 25,5 g),
a spos$rod linii oplewionych tylko 2 linie DH odznaczaty si¢ wyzsza MTZ od wzorca (Bingo: MTZ 40,4
g). Srednia zawarto$¢ biatka i B-glukanu réznita sie istotnie miedzy liniami DH i mieszancami.
Zawarto$¢ biatka u linii DH wynosita 42,9 mg/g s.m., a u linii mieszancowych 49,8 mg/g s.m., natomiast
B-glukanu u linii DH 5,0%, a u linii mieszancowych 3,9%. Srednia wysoko$¢ roslin, plon (okre§lony
z poletek dos$wiadczalnych 1 m?) oraz zawarto$é thuszezy linii DH byty wieksze w poréwnaniu z liniami
mieszancowymi, ale roznice te nie byly istotne statystycznie.

Badania finansowano z projektu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (numer projektu: PBS3/B8/17/2015)
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Optimization of curcuminoids extraction and evaluation their potency
against Parkinson’s disease in rats
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Sanaa A. Ali', Wagdy K.B. Khalil*

'Department of Therapeutic Chemistry, National Research Centre, Dokki, Giza, Egypt
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Curcuma longa is rich inpolyphenolic compounds; the curcuminoids. The aim of the present work is to
evaluate curcuminoids, dopaminergic and non-dopaminergic drugs in Parkinsonism rats.
Curcuminoidswere extracted from C. longarhizomesusing different solvents to optimize their extraction.
The extract that contains the highest curcuminoids content was subjected toin vivo biological evaluation
against rotenone induced Parkinson's disease in rats comparing with the standard levodopa drug and the
newly ZM241385 agent.The highest extraction yield was found for methanol (74% of yield w/w of
defatted powder) and acetone (65% w/w of defatted powder),while the highest curcuminoids content
(566 mg/g extract) was found in the ethyl acetate extract. HPLC analysis showed three major
compounds;c urcumin(68 %), demethoxycurcumin (19%) and bisdemethoxycurcumin (11%) of total
curcuminoids.Rotenone induction caused disturbance in neurotransmitters, antioxidants, inflammatory
and apoptotic markers, DNA fragmentation, adenosine A2 receptor gene expression, energetic enzymes
and brain histological features. Treatments with ethyl acetate extract, levodopa and ZM241385
enhanced the selected parameters by variable degrees. In conclusion, C. longa exertedanti-
parkinsonismpotency as compared to the classical levodopa drug, whileZM241385 showed more
therapeutic effect comparing withthe classical levodopa drug.
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Zastosowanie mikromacierzy Brassica 60K w analizie zréznicowania
genetycznego rzepaku ozimego (Brassica napus L.)

Marcin  Matuszczak', Piotr Kopec’z, Joanna Wolko'", Alina Liersch’, Laurencja Szald’,
Katarzyna Sosnowska', Teresa Cegielska-Taras', Katarzyna Mikolajczyk!, Wojciech Kartowski,
Iwona Bartkowiak-Broda’
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W badaniach genomu réznych gatunkéw roslin, w tym takze rzepaku, stosuje si¢ coraz
powszechniej, wysokowydajne techniki badawcze nowej generacji.

Celem badan byta analiza zréznicowania genetycznego w obrebie kolekcji 20 genotypow rzepaku
z wykorzystaniem wysoko-przepustowej mikromacierzy DNA Infinium™ Brassica 60K firmy Illumina
(TraitGenetics, Gatersleben, Niemcy). Materiat roslinny stanowily wytworzone w IHAR-PIB Oddziat
w Poznaniu mieszance F; rzepaku ozimego, ich komponenty rodzicielskie (linie CMS ogura i linie
restorery, Rfo) oraz mieszaniec Fi, ktorego forma ojcowskg byta uzyskana na drodze resyntezy rzepaku
de novo linia semi-RS S3 z genem restorerem. Bioinformatyczna analiza uzyskanych wynikow i
identyfikacja polimorfizméw SNP zostala przeprowadzona we wspotpracy z Zakladem Biologii
Obliczeniowej, Wydziat Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Wykazano istotng odrebno$¢ linii resyntetyzowanej z genem Rfo i utworzonego z ta linig
mieszanca F; od pozostatych badanych genotypow rzepaku ozimego. Wskazuje to na mozliwosé
poszerzenia zmiennosci genetycznej rzepaku poprzez tworzenie linii resyntetyzowanych, co jest istotne
w hodowli tej rosliny. Utworzenie zréznicowanych pul genowych stanowi podstaweg selekcji
komponentéw rodzicielskich do tworzenia mieszancow F; rzepaku wykazujacych wysoki efekt
heterozji w plonie nasion.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Zadanie 48)
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Ocena zmiennosci zawartosci alkaloidow i thuszczu w nasionach oraz
odpornos¢ na antraknoze¢ w krajowej kolekcji tubinu bialego
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Elzbieta Starzycka-Korbas3, Mariusz Wilczura'
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W krajowych warunkach glebowo-klimatycznych, przy znacznym udziale gleb lekkich (okoto
40%), korzystnymi w uprawie okazuja si¢ krajowe formy tubinu, reprezentowane przez tubin
waskolistny (Lupinus angustifiolius L.) oraz zo6tty (Lupinus luteus L.). Trzeci z obecnych w kraju
gatunkow — tubin biaty (Lupinus albus L.), pozostaje nadal niedocenianym (wysoki plon, 34-36% biatka
i 11% tluszczu w nasionach), a jego areat uprawy znacznie ustepuje obydwu wspomnianym gatunkom
tubinu. Aby zwigkszy¢ powierzchni¢ uprawy i wykorzystanie tego gatunku, nalezy ulepszy¢ w
odmianach uprawnych kilka cech: wczesno$¢ i odporno$¢ na antraknoze oraz obnizy¢ zawarto$¢
alkaloidoéw i podwyzszy¢ zawarto$¢ thuszczu. Mimo, ze w wyniku ostatnich prac hodowlanych znacznie
ulepszono ideotyp tubinu biatego, to jednak nie na tyle aby obecnie konkurowat z innymi roslinami
straczkowymi. Po cze$ci przyczyn tego stanu nalezy upatrywa¢ w braku cech w wykorzystywane;j,
hodowlanej puli genowej. Jej analiza, pod katem tak istotnych cech jak zawartos¢ alkaloidow, tluszczu
i odporno$ci na antraknoze w oparciu o dostgpne w krajowym banku genow obiekty kolekcyjne, jest
przedmiotem prezentowanej pracy. W odniesieniu do pierwszej z cech, zawarto$ci thuszczu, wykazano
szeroki zakres zmiennosci tej cechy w zakresie od 7,7 do 14,1%. Najwigksza liczba obiektow (49)
charakteryzowata si¢ zawarto$cig ttuszczu od 9 do 10%. W strukturze kwasow ttuszczowych ilosciowo
dominowaty: kwas oleinowy oraz linolowy stanowiace od 70 do 80% zawartosci wszystkich
analizowanych kwasow. Na szczegdlng uwagg zastuguje korzystny stosunek (1:2) kwasu linolenowego
(omega 3) do linolowego (omega 6), nieporéwnanie lepszy w poréwnaniu z nasionami tubinu
waskolistnego i zottego. Nasiona analizowanych obiektow kolekcyjnych charakteryzowaty si¢ takze
szerokim zakresem zmienno$ci zawartosci alkaloidow w przedziale od 0,008 do 7,01%, przy $redniej
wynoszacej 2,7%, przy czym najwigcej obiektow miescito si¢ w zakresie zmiennosci od 2 do 4%. W
strukturze alkaloidow przewazaly cztery z nich: angustifolina, lupanina, multifloryna i 13-
hydroksylupanina, z dominujacg pozycja lupaniny, przy jej sredniej zawarto$ci na poziomie 71%. W
odniesieniu do odpornosci roslin na antraknoze, w kontrolowanych warunkach szklarniowych
przetestowano polska kolekcje tubinu bialego (371 obiektéw). Wykazano istotne zréznicowanie
poziomu porazenia wywolanego zakazeniem roslin grzybem Colletotrichum lupini. Nie stwierdzono
obecnosci form catkowicie odpornych, a zidentyfikowane obiekty o najnizszym $rednim porazeniu
mogg by¢ zroédlem genetycznej odpornosci na antraknozg.
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Wykorzystanie markerow DArTseq do analizy struktury genetycznej
wybranych odmian zyta ozimego

Stefan Stojatowski, Marta Ortowska, Martyna Sobczyk

Katedra Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny,
al. Piastow 45, 70-311 Szczecin
e-mail: sstojalowski@zut.edu.pl

Rejestracja pierwszej odmiany mieszancowej zyta w Polsce miala miejsce niemal ¢wier¢ wieku
temu. Od tego czasu znaczenie odmian mieszancowych systematycznie ro$nie, wzrasta tez wyraznie ich
przewaga uzytkowa nad tradycyjnymi odmianami populacyjnymi. O plennosci odmian zyta decyduje
przede wszystkim efekt heterozji. Ze wzglgedu na obcopylno$¢ w kazdej odmianie Zyta obserwowana
jest zmiennos$¢ genetyczna, a wigc kazda odmiana sktada si¢ z genotypdw lepszych i gorszych pod
wzgledem przydatnosci rolniczej. Logicznym wnioskiem wynikajgcym z tego faktu jest stwierdzenie,
ze odmiany mieszancowe jako plenniejsze od odmian populacyjnych musza zawiera¢ wiecej genotypow
lepszych. W prezentowanej pracy podjeto probe scharakteryzowania genotypow kilkunastu odmian zyta
pod wzgledem ich struktury genetycznej. Badaniami obj¢to 8 odmian populacyjnych (w tym odmiany
historyczne): Amilo, Armand, Bosmo, Dankowskie Diament, Dankowskie Granat, Horyzo, Stanko,
Vjatka, a takze 5 odmian populacyjnych: Bono F1, Konto F1, Palazzo F1, Skaltio F1 i Stakkato F1. Z
kazdej odmiany badaniami obj¢to od 93 do 94 losowo wybranych pojedynczych roslin —kazda z odmian
stanowita odrebng prob¢ poddang genotypowaniu. Analiza genetyczna zostala wykonana metoda
DArTseq generujaca dwa rodzaje markeréw: SilicoDArT (markery o charakterze dominujagcym) oraz
SNP (markery kodominujace, pozwalajace na identyfikacj¢ heterozygot). W zaleznosci od badanej
proby uzyskano od 84446 do 114366 markeréw SilicoDArT, ktore uzyto do okres$lenia wspotczynnikow
podobienstwa genetycznego migdzy roslinami wchodzacymi w sklad poszczegdlnych odmian.
Podobienstwo genetyczne roslin tworzacych odmiany populacyjne miescito si¢ w granicach od 0,64 do
0,94 i bylo nico mniejsze od zaobserwowanego w odmianach mieszancowych (wspolczynniki
podobienstwa od 0,68 do 0,99). Markery SNP postuzyly do oceny stopnia heterozygotycznosci w
obrebie odmian. W analizie wykorzystano wylacznie markery, dla ktérych liczba informatywnych
danych wynosita powyzej 50 (w zaleznosci od badanej proby byto ich od 35539 do 56477). Sredni
udziat heterozygot w badanych odmianach miescit si¢ w granicach od ok. 14% do ponad 25%. Nie
stwierdzono zwigkszonej frekwencji heterozygot w odmianach mieszancowych zyta w porownaniu do
odmian populacyjnych.

Badania finansowano z projektu Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (Zadanie 87)
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W ramach badan na rzecz postgpu biologicznego w produkcji ro$linnej finansowane sa badania
podstawowe, ktore sg istotne z punktu widzenia polskiej hodowli. Podstawg prawng ich finansowania
jest rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek dotacji
przedmiotowych dla roznych podmiotow wykonujgcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz. 1170
z pozn. zm), w ktorym wskazano te zadania, na ktorych realizacj¢ mozna uzyska¢ dotacje.

Zadania do finansowania wytaniane sg w drodze konkursu. Propozycje badan zgltaszane przez ich
ewentualnych wykonawcow sa opiniowane przez Polska Izbe¢ Nasienna, a nastgpnie poddane
zewngtrznej recenzji merytorycznej, ktorej celem jest sporzadzenie rankingu projektow,
uwzgledniajagcego  oryginalno$¢  sposobu rozwigzania postawionego tematu badawczego
z uwzglednieniem najnowszych osiagni¢¢ w dziedzinie dotyczacej projektu iwplywu realizacji
projektu na rozw6j dyscypliny, ktorej projekt dotyczy. Recenzja ma roéwniez na celu ocen¢ zasadnosci
i adekwatnos$ci proponowanych kosztow realizacji poszczegdlnych projektow oraz weryfikacje
prawidlowego zakwalifikowania projektow jako spetiajacych kryterium badan podstawowych, ktore
mogg by¢ finansowane w catosci ze srodkow publicznych.

Dotacja na realizacj¢ badan jest przyznawana corocznie na wniosek wykonawcy zadania
i wyptacana w dwoch ratach. Otrzymana dotacja musi by¢ kazdorazowo rozliczona zaréwno finansowo,
jak 1 merytorycznie. Kontynuacja realizacji zadania w kolejnym roku jest uzalezniona od pozytywnej
opinii hodowcow o jego dotychczasowej realizacji i musi uwzglednia¢ ewentualne sugestie
przedstawione przez hodowcow.

Wykonawca przed terminem rozpoczecia —realizacji  wnioskowanego — projektu  jest
obowigzany do zamieszczenia na swojej stronie internetowej informacji o planowanej realizacji
wspieranego projektu, jego celow, przyblizonej daty i miejsca opublikowania w Internecie
oczekiwanych rezultatow wspieranego projektu oraz informacji, ze rezultaty wspieranego projektu sg
dostepne nieodptatnie dla wszystkich zainteresowanych.

Na stronie internetowej Ministerstwa Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi, pod adresem:
https://www.gov.pl/web/rolnictwo/postep-biologiczny-w-produkcji-roslinnej zamieszczono dokument

,Priorytety w hodowli roslin uprawnych w Polsce”, w ktérym wskazane zostaty te zagadnienia ktore,
zdaniem hodowcow roslin 1 naukowcoéw zajmujacych si¢ ros§linami uprawnymi, powinny
w pierwszej kolejnosci sta¢ si¢ przedmiotem badan na rzecz hodowli. Na tej samej stronie internetowe;j
begdg rowniez pojawiaé si¢ informacje na temat ewentualnych kolejnych naboréw propozycji badan,
ktére moglyby by¢ finansowane przez MRiRW od 2021 roku.
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Identyfikacja genu referencyjnego dla analizy iloSciowej genow
w osiach zarodkow nasion jabloni poddanych stratyfikacji w chlodzie
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Nasiona jabtoni (Malus domestica Borkh.) obarczone sg giebokim spoczynkiem fizjologicznym.
Zarodki wyizolowane ze spoczynkowych nasion slabo kietkuja, a wyrastajace siewki wykazujg
anomalia rozwojowe (nierownomierny wzrost oraz zazielenienie liScieni). W celu przelamania
spoczynku nasion jabtoni stosuje si¢ stratyfikacj¢ w chlodzie. Zabieg ten polega na umieszczeniu nasion
w wilgotnym piasku w temperaturze (5°C). Wyniki dotychczasowych badan wykazuja, ze wraz z
wydtuzeniem czasu stratyfikacji w chtodzie (do 90 dni), zwigksza si¢ ilos¢ kietkujacych zarodkow oraz
siewek cechujacych si¢ prawidtowym wzrostem.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze w zalezno$ci od tkanek, organow, stadiow rozwojowych a
nawet metod izolacji materialu badawczego, ekspresja gendw powszechnie stosowanych jako geny
referencyjne moze si¢ rozni¢. Z uwagi, ze podczas ustepowania spoczynku nasion jabtoni dochodzi do
aktywacji metabolizmu komoérek zarodkow i wynikajacych z niej zmian w proteomie i transkryptomie,
zbadano wptyw stratyfikacji w chtodzie na ekspresj¢ genow mogacych stuzy¢ jako referencyjne.
Materialem badawczym byly osie zarodkéw wyizolowane z nasion spoczynkowych i stratyfikowanych
w chtodzie przez 7, 14, 21 i 40 dni. Analizg ekspresji genow kodujacych ubikwityneg (MdUBI), aktyne
(MdACT), dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (MdGAPDH), bialkowa izomeraze
disiarczkowa (MdPDI), czynnik elongacyjny la (MdEF1a), bialtko wigzace guanozyno-5'-trifosforan
(MdSARI), enzym sprzegajacy ubikwityne 3 (MdUCF3), bialkowa fosfatazg typu 2A (MdPP2A),
dehydrogenaze jabtczanowg (MdMDH) wykonano technika real-time PCR. Stabilno$¢ badanych genow
okreslono za pomoca programu NormFinder. Zaobserwowano, ze wszystkie badane geny cechowaty si¢
stosunkowo wysoka stabilno$cia. Sposrod badanych genow, MdSAR 1, MdPDI oraz MdEF 1o, stanowity
geny najbardziej stabilne, a najmniej MdMDH.

Badania sfinansowano z projektow NCN OPUS 12 (numer projektu: 2016/23/B/NZ9/03462)
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Volume 60 + Numbers 3-4 « November 2019 |

eUrnal of
pplied Cenetics

Approved by
The Polish Genetic Society
The Polish Society of Human Genetics

F e
|7l'-" s l"', T

2

@ Sprmger

81



Instytut Genetyki
Roslin PAN

Instytut Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk
ul. Strzeszynska 34
60-479 Poznan
www.igr.poznan.pl

Poznan 2019



