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Cele projektu w 2024 roku

1. Temat badawczy ,Fenotypowanie aktywnego rozhartowywania”: okreslenie mrozoodpornosci
catych roslin oraz mrozoodpornosci na poziomie komoérkowym po rozhartowaniu aktywnym

pszenicy i jeczmienia. Cel zrealizowano

2. Temat badawczy ,Typowanie gendw kandydujgcych  zwigzanych z  aktywnym
rozhartowywaniem u pszenicy”: 1) pomiary integralnosci membran komorkowych metoda
wyptywu elektrolitow; 2) zsekwencjonowanie mRNA 8 obiektéw oraz uzyskanie informacji o

genach ulegajgcych réznej ekspresiji. Cele zrealizowano

3.  Temat badawczy ,Mapowanie asocjacyjne aktywnego rozhartowywania”. wykonanie

mapowania asocjacyjnego. Cel zrealizowano

4. Temat badawczy ,Analiza aktywnosci antyoksydacyjnej”. identyfikacja 10 najbardziej

wrazliwych i najbardziej odpornych wobec aktywnego rozhartowywania rodoéw/odmian

pszenicy i jeczmienia. Cel zrealizowano w



Materiaty i metody

Materiat roslinny: 100 zaawansowanych rodéw hodowlanych i odmian pszenicy ozimej
pochodzacych z 5 spétek hodowlanych oraz 100 zaawansowanych rodéw hodowlanych
jeczmienia ozimego z 3 spotek + 2 wtasne wzorce. Wzrost roslin, rozhartowywanie i mrozenie
przeprowadzano w warunkach kontrolowanych. Dodatkowo w zadaniu 2: 8 linii i odmian

pszenicy ozimej z 5 spbtek fenotypowanych w 2021, 2022 i 2023 roku

Metody:

Polowo-laboratoryjna ocena mrozoodpornosci (wg. Kocha i Lehmana, 1969)
Fluorescencyjna ocena mrozoodpornosci na poziomie komaorkowym

Konduktometryczne pomiary integralnosci membran komérkowych

Mapowanie do referencyjnego genomu pszenicy (program Hisat2 v.2.1.0 (Kim et al., 2019))
Analiza gendw ulegajgcych réznicowej ekspresji (program DESeq2 v.1.24.0 (Love et al., 2014))
Analiza ontologii genow ,,GO enrichment” (program Genprofiler)

Mapowanie asocjacyjne (programTassel (Bradbury i in. 2007))
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Fenotypowanie aktywnego rozhartowywania

Wyniki
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Ryc. 1. Mrozoodpornos$¢ zahartowanych i
rozhartowanych roslin pszenicy (A) i jeczmienia
(B). Przedstawiono wyniki oceny przezywalnosci
po 10 dniach od mrozenia (odrost).
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Typowanie genow kandydujacych
zwigzanych z aktywnym rozhartowywaniem
u pszenicy

Wyniki: pomiary integralnosci membran komérkowych metoda wyptywu
elektrolitow

6
before CA CA CDA ]
0
41 tolerantwhen cold-acclimated
and after deacclimation
= 31 / Plejada STH14222
- o
—_— 2t
&') -10 X q] DC171216
o 8 - PHR2022/6 K—\
8 © g SMH334 POBA47817
0 -15 = ) (S
— ’ N gt Wilejka
ROd § ible both cold-accli d
W STH 97 m Plejada STH 14 222 21 hatepsie S -2 plite
and after deacclimation
m Wilejka mDC171216 PHR 2022/6 3l
H POB 47817 B SMH 334
s tolerant when cold-acclimated
5 but susceptible when deacclimated
Ryc. 2. Mrozoodporno$¢ wybranych rodéw i odmian pszenicy .

okreslona poprzez wyznaczenie temperatury mrozenia powodujgce; 5 - " 5 i 5 3 ” g
50% wyptyw elektrolitéw z lisci (TEL50). Przedstawiono wartosci dla

kontroli (before CA), po hartowaniu (CA) i po rozhartowaniu (CDA). PCA1:58.43%

Pionowe stupki bledéw oznaczajg granice przedziatébw ufnosci dla
P=0.05 (oznacza to, ze jezeli wasy nie pokrywaja sie to $rednie rdznig
sie od siebie istotnie dla P=0.05).

Ryc. 3. Sposob réznicowania badanych odmian i rodéw przez
wyniki wykonanych pomiaréw fluorescencji chlorofilu po
zahartowaniu (CA) i po rozhartowaniu (DA).
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Typowanie genéw kandydujgcych
zwigzanych z aktywnym rozhartowywaniem
u pszenicy

Wyniki: uzyskanie informacji o genach ulegajacych réznej ekspresji
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Ryc. 4. Geny ulegajgce roznicowej ekspresji (DEG) specyficzne jedynie dla procesu
aktywnego rozhartowywania u wrazliwych i tolerancyjnych wobec aktywnego
rozhartowywania obiektéw pszenicy, (1<log2FC=-1, P<0,01). Tolerant — tolerancyjne wobec
rozhartowania, Susceptible — wrazliwe, Upregulated — DEG, ktérych ekspresja ulegta
zwiekszeniu, Downregulated — DEG, ktorych ekspresja ulegta zmniejszeniu.

Ryc. 5. Wyniki analizy ontologii genéw (GO) dla
gendw ulegajacych réznicowej ekspresji (DEG)
specyficznych jedynie dla procesu aktywn
rozhartowywania (DA-28/CA-21) u wrazli
wobec aktywnego rozhartowywania obie
pszenicy.



Mapowanie asocjacyjne aktywnego
rozhartowywania
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Ryc. 6. Liczba markeréw powigzanych
tylko z mrozoodpornoscig (CA, zielony),
tylko z tolerancja na  aktywne
rozhartowywanie (DA, niebieski) i z
obiema cechami (wspdlny obszar,
turkusowy).

A) Liczba zasocjowanych markeréw wspdlnych

mCA mDA

Ryc. 7. Liczba markeréw zasocjowanych z poszczegdlnymi parametrami
fluorescencji chlorofilu oraz z przezywalnoscig po mrozeniu (Survival_rate) u
zahartowanych (niebieski) i rozhartowanych (czerwony) rodéw jeczmienia.

B) Liczba markeréw zasocjowanych jedynie z
mrozoodpornoscig w stanie DA
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Ryc. 8. Pozycja chromosomowa markeréw zasocjowanych z mrozoodpornoscig. A) wspdlnych dla
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mrozoodpornosci w stanie zahartowanym (CA) i rozhartowanym (DA); B) w stanie rozhartowanym (DA).



Wybor rodow i odmian pszenicy i jeczmienia tolerancyjnych i
wrazliwych wobec aktywnego rozhartowywania

Wyniki

Tabela 1. Zestawienie rodéw i odmian zidentyfikowanych jako najbardziej tolerancyjne i najbardziej wrazliwe wobec rozhartowywania aktywnego w latach 2021-2024
wraz z uzyskanymi wynikami. W — wrazliwy, T — tolerancyjny, Rok F — rok fenotypowania, FR-T — przezywalnos¢ [%)], Fluo — wynik pomiaru fluorescenciji chlorofilu
(parametr najbardziej informatywny w roku badania).
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Whnioski

Uzyskane wyniki potwierdzajg poprzednie obserwacje, ze tolerancja rozhartowania jest cechg odmienng od
mrozoodpornosci w stanie zahartowanym. Cecha rozhartowywania aktywnego nie jest réwniez jedynie odwrotnoscig

hartowania do mrozu u pszenicy - stanowi odrebng ceche wymagajgcg osobnego traktowania

Wyniki tegoroczne potwierdzity, ze zréznicowanie tolerancji rozhartowywania w grupie najbardziej mrozoodpornych
rodow obserwuje sie zar6wno u jeczmienia, jak u pszenicy. Wskazuje to na koniecznos¢ zastosowania podobnej
strategii selekcji u obydwu gatunkéw, gdzie powinna by¢ ona skierowana na eliminowanie z hodowli genotypéw

najsilniej reagujacych na rozhartowywanie z puli rodéw najsilniej mrozoodpornych w stanie petnego rozhartowania

Stosowana w badaniach rejestrowych ocena mrozoodpornosci pszenicy moze w coraz wiekszym stopniu uwzgledniac

mrozoodpornos¢ roslin rozhartowanych co rodzi potencjalne niebezpieczenstwo wymarzania w warunkach ostrej zimy

Wsrod gendw, ktérych ekspresja zmienia sie znaczgco na skutek rozhartowywania u pszenicy znaczng grupe stanowig
geny zwigzane z reakcjg obronng na stres, poniewaz najprawdopodobniej rozhartowywanie jest odbierane przez

rosliny jako sposobnos¢ do regeneracji po stresie niskich temperatur

Formy wrazliwe pszenicy wykazujg znacznie wiecej zmian ekspresji w wyniku rozhartowywania niz formy tolerancyjne,

co wskazuje na to, ze tolerancja rozhartowywania polega gtdwnie na braku lub jak najstabszej reakcji na to zjawisko

Polskie linie hodowlane s3 bardziej zréznicowane genetycznie pod wzgledem reakcji na zamarzanie w stanie

rozhartowanym niz w stanie zahartowanym

Wspdlna selekcja w kierunku mrozoodpornosci w stanie zahartowanym i tolerancji aktywnego rozhartowywania jest

mozliwa przy pomocy dedykowanych markeréw molekularnych
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Wykaz doniesien konferencyjnych

« Rapacz M., Bani I, Jurczyk B., Sasal M. ,Facing a changing winter climate: A step towards
breeding of deacclimation-tolerant wheat.” - 13th International Plant Cold Hardiness
Seminar, Clermont-Ferrand, 26-30 Sierpnia 2024, prezentacja ustna.

«  Wojcik-Jagta M., Bani I., Jurczyk B., Sasal M., Rapacz M. ,Freezing and de-acclimation tolerance
in Polish winter barley - a two year study.” - 13th International Plant Cold Hardiness Seminar,
Clermont-Ferrand, 26-30 Sierpnia 2024, prezentacja ustna.

Wykaz publikaciji

«  Marcin Rapacz, Barbara Jurczyk, Ipsa Bani, Magdalena Wojcik-Jagta. ,,Phenotyping the effects
of spring frost on the yield of barley (Hordeum vulgare L.) and wheat (Triticum aestivum L.)." -
Scientific Reports, wystane do redakcji, 14.10.2024.
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