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Analiza danych z lat 2021-2025

» Zostaty okreslone réznice/podobienstwa w komponentach zyta uzytych do
krzyzowan (obiektach) wzgledem stabilnej linii referencyjnej TUR w mierzonych
telemetrycznie parametrach fluorescencyjnych chlorofilu lisci eksponowanych na
niskie i wysokie natezenie swiatta na wczesnym etapie rozwoju rosliny.

e Zostaty zbadane poziomy kwasu salicylowego, nadtlenku wodoru i pigmentow
(chlorofile i karetonoidy). Zostaty okreslone rdznice w ekspresji wybranych
markeréow molekularnych (APX1, LSD1, EDS) w poréwnaniu do dwdch genéw
referencyjnych zyta. Zostata zmierzona wymiana gazowa i liczba aparatow
szparkowych oraz plon nasion w tych zréznicowanych obiektach.

* Celem tych badan jest wstepne okreslenie poziomu dyskretnej korelacji
parametrow molekularnych, fizjologicznych z parametrami telemetrycznymi
(modulowana fluorescencja chlorofilu a) i z liczbg ktoséw i plonem nasion.



Materiaty i metody

Wykonano pomiary 27 cech na 28 obiektach zyta

* Pomiary modulowanej fluorescencji chlorofilu

* Biochemiczne pomiary poziomu kwasu salicylowego, nadtlenku wodoru,
chlorofili i pigmentow fotosyntetycznych w lisciach zyta (liscie)

* Pomiary morfologiczne i plonowania (po zbiorze)

* Analiza ekspresji wybranych genow z wykorzystaniem qRT-PCR (liscie)

* Analiza morfologiczna aparatow szparkowych i pomiary wymiany gazowej)
(liscie)

 Statystyczne i matematyczne analizy korelacji cech



Streszczenie

* Poprawa plonowania zyta (Secale cereale) w warunkach globalnego ocieplenia pozostaje gtownym
wyzwaniem dla zrownowazonej produkcji zbdz. Aby temu zaradzi¢, zbadaliSmy mozliwosé
istnienia wyraznych i ujawniajacych sie powigzan miedzy wybranymi parametrami fizjologicznymi,
biochemicznymi i molekularnymi mierzonymi w lisciach we wczesnej fazie wzrostu
wegetatywnego a koncowym plonem ziarna. W wieloletnich eksperymentach przeprowadzonych
w warunkach zimnej szklarni zintegrowalismy pomiary parametrow fluorescencji chlorofilu a,
sktadu pigmentu, pozioméw nadtlenku wodoru (H202) i kwasu salicylowego oraz profile ekspres;ji
genow wybranych genéw zwigzanych z antyoksydantami i mechanizmami obronnymi z
koncowymi danymi dotyczacymi plonu dla wszystkich rodzicielskich komponentéw genetycznych
wykorzystanych w hodowli mieszancowe;.

* Analizy wieloczynnikowe zidentyfikowaty maksymalng wydajnosc¢ fotosyntezy (Fv/Fm, Rfd),
zawartosc chlorofilu i poziom reaktywnych form tlenu (H202) w lisciach jako spdjne i istotne
predyktory masy ziarniakow, liczby ktoséw i liczby ziarniakéw.

* Natomiast wygaszanie niefotochemiczne, zawartos¢ kwasu salicylowego i karotenoidow w lisciach
nie byty wiarygodnymi predyktorami.

* Nasze odkrycia potwierdzajg hipoteze, ze poziomy Fv/Fm, Rfd, chlorofilu i H202 -
odzwierciedlajgce komoérkowg homeostaze mtodych lisci — odgrywaja kluczowa role w sukcesie
reprodukcyjnym.

» Stabilne dyskretne korelacje cecha-plon obserwowane w wielu sezonach (2022-2025) wspieraja
opracowanie wskaznika odpornosci fizjologicznej dla hodowli mieszancowej zyta. To z kolei
stanowi solidng podstawe do zastosowania wysokowydajnego fenotypowania na wczesnym
etapie w celu przyspieszenia hodowli wysokoplennych odmian zyta.



Analiza korelacji badanych cech w 2024 r.
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Analiza korelacji badanych cech w 2025 .
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* Wykonano analize korelacji miedzy wszystkimi
badanymi cechami.

* Najwieksze korelacje wystepujg w obrebie grup
badanych cech (np. barwniki fotosyntetyczne,
plonowanie)

e Wystepujg rowniez korelacje miedzy cechami z
réznych grup (Fv/Fm i chl. a/b)



Mapa pokazujgca wspotczynniki korelacji Spearmana dla cech
fizjologicznych, molekularnych i plonu z lat 2021 - 2025.
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* Wspotczynniki korelacji Spearmana obliczono w celu oceny zaleznosci miedzy cechami.
Zgodnie z oczekiwaniami, najbardziej istotne korelacje wystgpity w obrebie grup
parametrow. Wsrod cech fluorescencyjnych, Rfd i NPQ korelowaty dodatnio (R =0,73, p <
2,2 x 10716), natomiast Fv/Fm i Fo wykazywaty silng korelacje ujemng (R=-0,84, p < 2,2
x 10716). Cechy zawartosci pigmentu rowniez korelowaty silnie, Erzy czym ChlaiChlb
byty Scisle powigzane (R =0,91, p < 2,2 x 10716), natomiast VAZ korelowat ujemnie z
zawartoscig wiolaksantyny (R =-0,79, p < 2,2 x 10716). Cechy plonu wykazywat
podobny wzorzec, przy czym liczba ziaren i catkowita masa ziaren byty niemal idealnie
skorelowane (R =0,95, p < 2,2 x 10716). Sposrod markerow molekularnych ekspresja
ScEDS1 i ScLSD1 korelowata dodatnio (R =0,42, p = 2,9 x 107>), co jest zgodne z ich znang
rolg w regulacji Smierci komorek w odpowiedzi na stres biotyczny i abiotyczny.

» Korelacje miedzygrupowe byty generalnie stabsze, ale zaobserwowano kilka istotnych
|oowiazar'1. Chlorofil a korelowat z catkowitg masg ziarniakéw (R =0,36, p=7,9 x 107°) i
iczbg ktosow (R = 0,49, p = 2,2 x 107'°), co sugeruje, ze wieksza alokacja w antenach
zbierajgcych swiatto dla fotosystemu Il sprzyja rozwojowi reprodukcyjnemu. Maksymalna
wydajnosc¢ fotosyntezy (parametr Fv/Fm) mierzona na wczesnym etapie rozwoju lisci zyta
korelowata dodatnio z cechami plonu takimi jak: catkowita masa ziarna (R=0,28, p=4,1
x 107'°), liczba ktoséw (R = 0,35, p = 1,8 x 107") i liczba ziaren (R=0,24, p=1,8 x 1077) -
co wskazuje, ze wyzsza wydajnosc¢ PSll poprawia plonowanie. B-karoten korelowat
rowniez z masg ziarna (R=0,34, p = 4,4 x 10‘8?, co jest zgodne z fotoprotekcj
posredniczong przez karotenoidy wspierajgca lepszg produktywnos¢ w warunkach
Zzmiennego Swiatta.



Srednie wartosci parametréw fizjologicznych, biochemicznych, molekularnych i wydajnoéciowych we wszystkich analizowanych
obiektach. Wzgledng zmiane krotnosci (RFC) zdefiniowano jako stosunek wartosci maksymalnych do minimalnych obserwowanych dla
danego parametru we wszystkich analizowanych obiektach.

Trait PB21 PB22 PB23 PB24 PB25 PB26 PB27 PB28 PB29 PB31 PB32 PB33 PB34 PB35 RFC

Fy 100 103 126 175 113 104 118 92 101 97 98 103 113 127 191

Fi 497 486 535 578 434 522 513 497 474 487 439 460 487 467 1.33

F/Fy, 0.80 0.79 0.78 0.62 0.75 0.80 0.77 0.82 0.79 0.81 0.78 0.78 0.77 0.73 1.31

NPQ 0.98 0.81 1.07 0.86 0.68 1.14 1.00 1.05 0.77 1.03 0.72 1.08 0.87 0.90 1.69

qP 0.68 0.70 0.67 0.63 0.66 0.65 0.66 0.70 0.75 0.66 0.70 0.68 0.70 0.66 1.19

Rfd 1.61 1.49 1.70 0.97 1.21 1.83 1.47 2.03 1.43 1.54 1.31 1.55 1.55 112 2.09

Violaxanthin content (peak area pg?! FW) 724 820 818 852 672 704 817 612 572 614 470 718 739 728 1.81
Antheraxanthin content (peak area pug™! FW) 89 94 102 106 112 99 110 108 111 90 85 99 115 102 1.36
Lutein content (peak area ug™ FW) 1811 1979 1926 2100 1625 1994 2116 1748 1731 1796 1806 1939 1763 1695 1.30
Zeaxanthin content (peak area pg! FW) 67 65 66 79 84 70 69 86 87 71 73 84 81 61 1.42
Chlorophyll b content (peak area ug™ FW) 1388 1466 1490 1531 1164 1617 1613 1287 1181 1404 1392 1478 1353 1290 1.39
Chlorophyll a content (peak area g™ FW) 4103 4334 4618 4119 3676 5061 5004 4122 3802 4147 4164 4529 4076 3859 1.38
B-carotene content (peak area pg™! FW) 1066 1251 1139 939 976 1126 1111 1007 1152 1119 1093 1215 1170 1004 1.33
Chlorophyll a/b ratio 2.96 3.00 3.11 2.73 3.14 3.16 3.08 3.23 3.25 3.00 3.00 3.07 3.02 3.01 1.19

Total chlorophyll content (peak area ug™ FW) 5490 5800 6108 5650 4840 6678 6617 5410 4983 5551 5556 6007 5429 5149 1.38
Deepoxidation rate 0.13 0.12 0.12 0.13 0.17 0.15 0.14 0.18 0.20 0.15 0.20 0.17 0.16 0.13 1.62

H,0, content (umol 100 mg™! FW) 8.3 8.6 8.8 11.2 7.1 6.8 8.0 6.8 8.2 9.1 9.4 7.5 7.0 7.9 1.65

SA content (ug g™ FW) 0.75 1.00 0.89 0.80 0.88 1.01 0.84 1.06 0.98 1.00 0.98 1.01 0.86 0.84 1.40

Relative expression of ScLSD1 1.01 0.87 0.80 0.91 0.75 0.74 0.61 0.70 0.81 0.63 0.66 0.79 0.69 0.85 1.65
Relative expression of ScAPX1 1.02 1.13 0.68 0.70 0.73 1.38 1.67 1.68 1.92 1.66 1.61 1.63 1.43 2.63 3.87
Relative expression of ScCEDS1 1.01 0.69 0.92 1.03 0.77 0.81 0.81 1.12 1.22 0.78 0.77 0.86 0.65 0.98 1.87

Total kernel mass (g) 18.3 16.9 13.6 1.8 1.8 18.0 13.4 14.3 4.2 21.9 13.8 10.8 8.6 14 15.35

Number of spikes 7.9 8.6 10.3 2.7 7.3 8.9 8.0 9.0 4.7 7.8 7.7 8.9 6.1 4.9 3.86

Number of kernels 456 529 295 58 49 468 462 396 167 596 460 285 301 45 13.10

Thousand-kernel weight (g) 41.8 31.4 452 29.8 31.7 38.7 29.4 40.9 23.0 38.1 30.3 38.5 26.8 22.6 2.00




Korelacja pomiedzy chl. a i zawartoscig H,0, w lisciach na
wczesnym etapie rozwoju a masg plonu i liczbg ktosow.
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» Korelacje te pozostaty istotne, gdy dane z poszczegdlnych lat analizowano oddzielnie,
chociaz istotnosc byta silniejsza w potgczonym zbiorze danych, co odzwierciedla wieksza
moc statystyczng. Ta spdjnos¢ miedzy latami wskazuje, ze obserwowane powigzania
odzwierciedlajg wewnetrzne zaleznosci fizjologiczne, a nie specyficzne dla eksperymentu
artefakty. Dodatkowym przypadkiem byta ujemna korelacja miedzy zawartoscig H,O; a
liczba pikow (R =-0,29, p = 3,3 x 107°), ktdéra byta istotna tylko w latach 2022 i 2024, co
sugeruje, ze obcigzenie oksydacyjne moze ograniczac rozwoj reprodukcyjny w
okreslonych kontekstach srodowiskowych.

* t3cznie wyniki te wykazujg liczne istotne korelacje zarowno w obrebie grup parametrow,
jak i miedzy nimi. Co wazne, kilka markeréw fizjologicznych (Chl a, Fv/Fm, B-karoten) i
iochemicznych (H,0,) byto konsekwentnie powigzanych z plonem, co identyfikuje je
jako obiecujgce wskazniki wczesnego etapu do wykorzystania w programach
odowlanych i modelach predykcyjnych produktywnosci.

W 2021 pigmenty byty mierzone w
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Korelacja pomiedzy Fv/Fm a chl. a/b
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Poréwnawcza wydajnosc i istotnos¢ cech LASSO i Losowego Lasu w odniesieniu do cech plonowania. (A)
Poréwnawcza wydajnos¢ w odniesieniu do cech plonowania, ustawien regularyzacji i typow modeli. Punkty
przedstawiajg wspofczynnik R z modeli ponownie dopasowanych za pomocg predyktorow wybranych przez
LASSO lub Las Losowy. LASSO jest pokazane dla dwdch wybordow kar: A = 1SE (reguta jednego btedu
standardowego; modele rzadsze) i A = min (minimalny btad walidacji krzyzowej). Wyzszy wspodtczynnik R oznacza
lepsze dopasowanie. (B) Mapy cieplne podsumowujgce istotnos¢ wybranych markerow dla kazdej cechy
plonowania. W przypadku LASSO wypetnienie koduje —logio(p) z ponownie dopasowanych modeli liniowych (z
fasetami A = 1SE i A = min); w przypadku Lasu Losowego wypetnienie koduje znormalizowang waznos¢ zmiennej.
Wiersze to markery fizjologiczne/biochemiczne; kolumny to cechy plonowania; wyzsze wartosci wskazuja na
silniejsze powigzanie/wktad.
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P

odsumowanie

Nalezy uwzglednic kilka ograniczen. Po pierwsze, korelacja nie implikuje zwigzku przyczynowo-skutkowego.
Chociaz interpretacje fizjologiczne sg przekonujgce, walidacja mechanistyczna — na przyktad poprzez
zaburzenie zdolnosci antyoksydacyjnej lub rozmiaru anten w zycie — wzmocnitaby wnioski.

Po drugie, sita zaleznosci migdzy cecha a plonem roznita sie w zaleznosci od srodowiska: H,0, byt
predykcyjny w dwoch z trzech sezonow, prawdopodobnie w latach o gorszym klimacie, co sugeruje, ze progi
selekcji powinny by¢ kalibrowane do srodowisk docelowych.

Po trzecie, nie jest jasne, czy zidentyfikowane predyktory majg zastosowanie w szerszym zakresie
zroznicowania genetycznego zyta. Dlatego niezbedna bedzie walidacja w szerszym panelu akces;ji.

Wreszcie, nasze eksperymenty przeprowadzono w warunkach szklarniowych, a zatem zidentyfikowane tutaj
zaleznosci miedzy cechg a plonem powinny zosta¢ potwierdzone w warunkach polowych.

Pomimo tych zastrzezen, spdjna identyfikacja zawartosci chlorofilu, Fv/Fm (i Rfd) oraz H,0, jako predyktoréow
w roznych sezonach i genotypach, w przeciwienstwie do innych testowanych parametréw, takich jak NPQ, SA
i zawartos¢ karotenoidow, ktore wykazaty stabg/nieistotng lub niespdjng korelacje z plonem, potwierdza ich

przydatnos¢ do definiowania ,fizjologicznego wskaznika odpornosci” w celu ulepszenia zyta mieszaricowego.

Analiza korelacji niektérych badanych cech jest powtarzalna miedzy wszystkimi sezonami.

Sugeruje sie zwigkszenie liczby powtorzen biologicznych i doswiadczenia polowe w celu zwigkszenia sity
statystycznej prowadzonych analiz oraz wprowadzenie analizy profilu ekspresji genéw (transkryptomika) oraz
wprowadzenie Al do analizy zaleznosci siecig neuronowa.
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