Nr zadania:

40

SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

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

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytut zadania: Wplyw stresu suszy na zmiany w transkryptomie, morfologii i sktadzie chemicznym roslin
chmielu i tytoniu.

Numer zadania:  (w zalgczniku nr 8 do rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotéw wykonujqcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz. 1170 z péZn. zm.))
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Planowany okres realizacji zadania: 2022 r.

Planowane naktady w zt: 505 000

B. DANE WNIOSKODAWCY

Imig¢ i nazwisko osoby reprezentujacej jednostke badawczag, (tytut lub stopien naukowy, stanowisko, nazwa
i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Wieslaw Aleksander Oleszek, prof. dr hab. czl. koresp. PAN

Dyrektor

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

tel. 81 4786 700

fax: 81 4786 900




C. INFORMACJA O WYKONAWCACH

1. Zespot badawczy

kierownik zadania

imi¢ i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Marcin Przybys dr IUNG-PIB
wykonawcy zadania
imie i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Urszula Skomra dr IUNG-PIB
Anna Trojak-Goluch dr hab. IUNG-PIB

2. Kierownik zadania

Marcin Przybys, dr

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
Zaktad Hodowli i Biotechnologii Roslin

ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

tel. 81 4786 930

tel. sekretariat: 81 4786 931

e-mail: mprzybys@iung.pulawy.pl

Kontakt w przypadku nieobecnosci kierownika zadania

Urszula Skomra, dr

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
Zaktad Hodowli 1 Biotechnologii Roslin

ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

tel. 81 4786 943

D. OPIS ZADANIA
1. Cele zadania

Lp.

(tak/niet/czesciowo?)

Okres$lenie wptywu stresu suszy na pole powierzchni tak
liscia 1 wysokos$¢ roslin oraz zawarto$¢ specyficznych
alkaloidoéw i1 poziom cukréw redukujacych.

Okreslenie specyficznych gendw majacych wplyw na tak
tolerancj¢ tytoniu na stres suszy.

! Jedli dotyczy — prosze opisaé pod tabela, w jakim stopniu cel zostal osiagnigty i podaé przyczyny
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Cel Czy cel zostat zrealizowany
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2. Harmonogram realizacji zadania

Termin rozpoczecia — Przewidvwane
zakonczenia realizacji koszt yw
tematu badawczego w Yy
Lp. Nazwa tematu badawczego g realizacji
miesigcach od
. . .. |tematu
rozpoczecia realizacji badawczedo
zadania g
Analiza morfologiczna i chemiczna ro$lin poddanych , L
1 stresowi suszy styczen — pazdziernik 102 000
Analiza bioinformatyczna transkryptomu roslin - .,
2 noddanych stresowi suszy czerwiec - grudzien 403 000
Razem 505 000

3. Opis tematow badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Cel tematu badawczego 1:

Celem prowadzonych badan jest okre§lenie wplywu stresu suszy na pole powierzchni
liscia 1 wysoko$¢ badanych ro$lin oraz zawartos¢ specyficznych alkaloidow 1 cukrow
redukujacych.

Cel tematu badawczego 1 zostal osiaggniety.

Materialy i metody

W badaniach zostaty uzyte 2 genotypy roznigce si¢ reakcja na stres suszy. Odmiana
VPPG78 jako genotyp o duzym potencjale tolerancji na stres suszy oraz PH 168 jako
genotyp wykazujacy niskg tolerancje.

Odmiany tytoniu zostaly uzyte do okreSlenia wplywu stresu suszy na zmiany
morfologiczne ro$lin, zmiany w skladzie chemicznym oraz do uzyskania RNA
niezb¢dnego w temacie badawczym nr 2.

Po 100 ro$lin kazdej odmiany zostalo wysadzonych do wysterylizowanego
uniwersalnego podtoza warzywnego. Rosliny byly utrzymywane w fitotronie w
kontrolowanych warunkach temperatury 22°C/18°C 1 przy fotoperiodzie 16/8 godzin
oraz wilgotno$ci wzglednej powietrza 50%. W stadium 8 lisci przeprowadzone zostaly
testy reakcji ro$lin na stres suszy. W tym celu w pierwszym dniu prowadzenia
doswiadczenia wszystkie ro§liny zostaty podlane woda destylowang do pelnego
nasycenia podtoza woda. Wilgotno$¢ wzgledna podioza byta monitorowana przez caty
okres prowadzenia doswiadczenia. W przypadku roslin kontrolnych wilgotnos¢
wzgledna podtoza byla utrzymywana na statym 85% poziomie zapewniajagcym
prawidlowy wzrost. Rosliny poddawane stresowi suszy nie byly podlewane. W 2, 6,
10 i 14 dniu do$wiadczenia okreslone zostaly wysoko$¢ oraz pole powierzchni blaszki
lisciowej badanych ro$lin. Probki lisci 1 korzeni 10 ro$lin stresowanych i 10
kontrolnych byty pobierane w 2, 6, 10 i 14 dniu do§wiadczenia. Probki natychmiast po
pobraniu byly zamrazane w ciektym azocie i przechowywane w -80°C.

Zamrozone probki byly wykorzystane do oceny zmian w sktadzie chemicznym tytoniu
oraz w badanich molekularnych zaplanowanych w temacie badawczym nr 2.




Analizy chemiczne

Oznaczenie zawartosci alkaloidow

Probki roslinne przeznaczone do analizy skladu chemnicznego zostaty poddane
liofilizacji, a nastgpnie dzigki zastosowaniu mitynka Cyclotec™ (Foss) zostaty
rozdrobnione na fragmenty ponizej 0,5 mm. Nawazki 1+0,001g tytoniu zwilzano 7ml
2M NaOH przez 15 min, a nastepnie dodawano 50 ml roztworu ekstrakcyjnego
sktadajacego si¢ z MTBE (eteru tert-metylobutylowego) z dodatkiem 0,4 mg/mi
chinoliny jako wzorca wewngtrznego. Probki ekstrahowano przez 2 godziny na
wytrzasarce orbitalnej przy 130 obr./min. Po wytrzasaniu ekstrakty pozostawiano na
15 min. do rozdzielenia faz, a nastepnie ekstrakt przenoszono do fiolki autosamplera.
Oznaczenie zawartosci specyficznych alkaloidow tytoniu: nikotyny, nornikotyny,
anabazyny i anatabiny zostalo przeprowadzone na chromatografie gazowym
sprzgzonym ze spektrometrem mas typu kwadrupol.

Warunki rozdzialu chromatograficznego:

Kolumna chromatograficzna: DB-5ms — 30m x 0,25mm x 0,25um (Agilent Techn.)
Gaz nosny: hel 6.0

Przeptyw gazu: 1,7ml/min

Temperatura dozownika: 250°C

Tryb dozowania: split 40:1

Objetos¢ dozowania: 1l

Temperatura poczatkowa: 110°C
Poczatkowy czas przetrzymywania: 0 min.
Wzrost temperatury A: 10°C/min
Temperatura koncowa A: 185°C

W?zrost temperatury B: 6°C

Temperatura konicowa B: 245°C

Koncowy czas przetrzymywania B: 10 min.
Temperatura detektora 250°C

Detektor: spektrometr mas — kwadrupol
Jonizacja: elektronowa

Energia jonizacji: 70eV

Kalibracja chromatografu gazowego ze spektrometrem mas wykonano na podstawie
5-punktowej krzywej kalibracyjnej. Wspotczynnik korelacji R? dla krzywej
kalibracyjnej byl wigkszy niz 0,99.

Oznaczenie zawartosci cukrow redukujacych

Nawazki probek tytoniu 5g + 0,001g zalewano 100 ml goracej wody 1 ogrzewano w
tazni wodnej w temperaturze 100°C przez 45 min. Studzono do temperatury
pokojowej i dopetiano woda do 250 ml. Po wymieszaniu sgczono przez sgczek
faldowany. Z przesaczu pobierano 100 ml roztworu i dodawano do niego 6 ml
zasadowego octanu olowiawego 1 ponownie sgczono. Z przesgczu pobierano 53 ml
roztworu dodawano 4 ml 10% (m/m) roztworu weglanu sodowego, mieszano i
ponownie sgczono. Pobierano 28,5 ml przesaczu 1 dodawano 2,85 ml 25% (m/m)
roztworu kwasu solnego i ogrzewano na tazni wodnej przez 30 min. Po ostudzeniu
roztwor zobojetniano 10% (m/m) roztworem wodorotlenku sodu 1 dodawano
przygotowang bezposrednio przed uzyciem mieszaning odczynnikow: Fehlinga I + II
(20 ml + 20 ml) 1 ogrzewano do wrzenia przez 3 min. Nastgpnie dodawano 40 ml
zimnej wody i1 dekantowano. Po dekantacji sagczono przez lejek G-4 ze spiekiem do
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kolby ssawkowej. Osad przemywano gorgcag woda, a nastgpnie lejek z osadem
umieszczano na drugiej kolbie ssawkowej 1 osad zalewano 20 ml goragcego odczynnika
Fehlinga III. Po rozpuszczeniu osadu lejek przemywano goragcg woda. Przesacz
miareczkowano nadmanganianem potasowym o stezeniu 0,1 mol/l do statego
slabor6zowego  zabarwienia.  Dopuszczalne  roznice  oznaczen  pomiedzy
powtdrzeniami analitycznymi nie mogly by¢ wicksze niz 1% s.m. przy zawartosci
cukrow redukujacych powyzej 15% 1 nie wigeksze niz 0,5% s.m. przy zawartosci 5-
15%.

Wyniki

W wyniku prowadzonych badan obserwowano zréznicowang reakcje odmian PH 168 i
VPPG 78 na stres suszy. Na rys. 1 i 2 przedstawiono zmiany zachodzace w wysokos$ci
roslin 1 polu powierzchni lisci. Wysoko$¢ roslin poddawanych stresowi suszy wahata
sic od 19 cm (odm. PH 168) do 26,7 cm (odm. VPPG 78) w drugim dniu
doswiadczenia i od 27 cm (odm. PH 168) do 36 cm (odm. VPPG 78) w 14 dniu. W
zadnej odmianie nie obserwowano catkowitego zahamowania wzrostu w 14 dniu
doswiadczenia, Przyrosty miedzy 10 1 14 dniem doswiadczenia wynosity
odpowiednio: 2,7 cm i 4,7 cm.

Pole powierzchni 7 liscia roslin badanych wahato si¢ od 187,5 cm? (odm. PH 168) i
204,2 cm? (odm. VPPG 78) w drugim dniu do$wiadczenia do 223,5 cm? i 344cm? w
14 dniu do$wiadczenia. Odmiana VPPG 78 wykazywata niewiclkie wzrosty pola
powierzchni li$cia juz od 6 dnia do$wiadczenia. Na tym tle wyrdzniata si¢ odmiana
PH 168, ktéra zachowata zdolno§¢ wzrostu nawet w warunkach silnego stresu suszy.
W efekcie odmiana PH 168 wykazywata mniejsze roznice pola powierzchni w 14 dniu
doswiadczenia niz odmiana VPPG 78 w stosunku do roslin kontrolnych —
odpowiednio: 24,4 cm? i 151,4 cm?,
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2 6 10 14

Wysokosc rosliny [cm] 19,0 22,8 243 27,0
Wysokos¢ rodlin kontrola [em] 24,0 34,0 40,7 59,0
M Pole powierzchni liscia [cm2] 1875 2133 2435 3445
M Pole powierzchni liscia kontrola [cm2] 2805 3043 311,5 368,9

Rys. 1. Wplyw stresu suszy na zmiany w morfologii odmiany PH 168, w zaleznosci od dlugosci trwania
stresu suszy.
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2 6 10 14

Wysokos¢ rosliny [em] 26,7 28,2 31,3 36,0
Wysokos¢ roslin kontrola [cm] 36,0 39,3 52,3 54,3
M Pole powierzchni liscia [cm2] 2042 2171 218,2 2230
M Pole powierzchni licia kontrola [em2] 265,5 3314 336,6 3744

Rys. 2. Wplyw stresu suszy na zmiany w morfologii odmiany VPPG 78, w zaleznosci od dtugosci
trwania stresu suszy.

W dalszych badaniach okreslono zmiany zachodzace w zawartos$ci alkaloidow
tytoniowych: nikotyny, nornikotyny, anabazyny i anatabiny w lisciach odmiany
PH 168 w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy (rys. 3-6).

Zawarto$¢ procentowa nikotyny w suchej masie w 2 dniu suszy wynosita $rednio
43,46% 1 wzrastala do 59,27% w 14 dniu doswiadczenia. Odwrotny trend
zaobserwowano w przypadku roslin kontrolnych gdzie w 2 dniu stresowania
zawarto$¢ nikotyny wynosita 38,04%, w nastgpnych dniach nieznacznie rosta i w 14
dniu ulegata znacznemu obnizeniu do 30%.

Zawarto$¢ nornikotyny z kazdym dniem do$wiadczenia rosta od 5,38% w 2 dniu, do
5,93% w 14 dniu. W przypadku roslin kontrolnych trend byl odwrotny i1 zawartos¢
nornikotyny zmniejszata si¢ od 6,35% w 2 dniu do$wiadczenia i osiggata warto$é
5,38% w 14 dniu.

W prowadzonych badaniach okreslono rowniez zawarto$¢ pomniejszych alkaloidow
tytoniowych: anabazyny i anatabiny, ktére wystepuja w znacznie mniejszych
ilo$ciach.

Zawarto$¢ procentowa anabazyny w suchej masie w 2 dniu suszy wynosita $rednio
0,79% 1 taka warto$¢ utrzymywata si¢ jeszcze w 6 dniu, po czym wzrastata do 0,85%
w 10 i 14 dniu do$wiadczenia. Odwrotny trend zaobserwowano w przypadku ro$lin
kontrolnych gdzie w 2 dniu stresowania zawarto§¢ anabazyny wynosita 0,92%, w 6
dniu spadata do 0,81% i w 14 dniu ulegata dalszemu obnizeniu do 0,76%.

Zawartos¢ anatabiny z kazdym dniem do$wiadczenia rosta u roslin badanych od
4,64% w 2 dniu, do 5,40% w 10 dniu. W przypadku roslin kontrolnych zawarto$¢
anatabiny zmniejszata si¢ od 5,55% w 2 dniu doswiadczenia do wartosci 3,99% w 14
dniu.
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Rys. 3. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci nikotyny w liciach odmiany PH 168, w
zalezno$ci od dlugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 4. Wptyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci nornikotyny w lisciach odmiany PH 168,
w zaleznosci od dhugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 5. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci anabazyny w lisciach odmiany PH 168, w
zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 6. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci anatabiny w lisciach odmiany PH 168, w
zalezno$ci od dlugosci trwania stresu suszy.

Zawartos$¢ alkaloidow tytoniowych okreslono rowniez w korzeniach badanych
roslin, czyli w organie odpowiedzialnym za synteze tych metabolitow (rys. 7-10).
Zawarto$¢ procentowa nikotyny w 2 dniu suszy wynosila srednio 41,59% i wzrastata
do 53,32% w 14 dniu doswiadczenia. W przypadku roslin kontrolnych w 2 dniu
stresowania zawarto$¢ nikotyny wynosita 42,32%, w nastgpnych dniach spadata i w
14 dniu ulegata obnizeniu do 38,24%.
Zawarto$¢ nornikotyny z kazdym dniem doswiadczenia rosta od 8,1% w 2 dniu, do
13,68% w 14 dniu. W przypadku roslin kontrolnych trend byt odwrotny i zawarto$¢
nornikotyny zmniejszata si¢ od 17,75% w 2 dniu do$wiadczenia i1 osiggata warto$¢
5,61% w 14 dniu.
W odniesieniu do zawartosci pomniejszych alkaloidow tytoniowych: anabazyny i
anatabiny, ktore wystgpuja W znacznie mniejszych ilo$ciach, zawarto§¢ procentowa
anabazyny w 2 dniu suszy wynosita $rednio 1,6% i nieznacznie wzrastata do 1,72% w
14 dniu doswiadczenia. Odwrotny trend zaobserwowano w przypadku ros$lin
kontrolnych gdzie w 2 dniu stresowania zawarto$¢ anabazyny wynosita 2,72%, a w 14
dniu ulegata obnizeniu do 0,76%.
Zawarto$¢ anatabiny u roslin badanych utrzymywata si¢ na na zblizonych poziomie
przez caty okres doswiadczenia i wynosita ok. 12%, podczas gdy w przypadku roslin
kontrolnych zawarto$¢ anatabiny zmniejszata si¢ od 16,23% w 2 dniu do$wiadczenia
do wartosci 6,51% w 14 dniu.
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Rys. 7. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawartosci nikotyny w korzeniach odmiany PH 168,
w zalezno$ci od dlugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 8. Wplyw stresu suszy na zmiany w s$redniej zawarto$ci nornikotyny w korzeniach odmiany
PH 168, w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 9. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci anabazyny w Kkorzeniach odmiany
PH 168, w zaleznosci od dlugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 10. Wptyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawartodci anatabiny w korzeniach odmiany PH
168, w zalezno$ci od dtugos$ci trwania stresu suszy.

Zawarto$¢ alkaloidow tytoniowych okre§lono réwniez w lisciach odmiany
VPPG 78 (rys. 11-14). Zawarto$¢ procentowa nikotyny w suchej masie w 2 dniu suszy
wynosita $rednio 39,17% i nieznacznie wzrastata do 42,82% w 14 dniu
doswiadczenia. Odwrotny trend zaobserwowano w przypadku roslin kontrolnych



gdzie w 2 dniu stresowania zawarto$¢ nikotyny wynosita 36,87%, w 10 dniu wzrastata
do 41,8% i w 14 dniu ulegata znacznemu obnizeniu do 27,76%.

Zawarto$¢ nornikotyny rosta od 4,96% w 2 dniu, do 5,73% w 14 dniu. W przypadku
ro$lin kontrolnych trend byt odwrotny i zawarto$§¢ nornikotyny zmniejszala si¢ od
6,02% w 2 dniu dos$wiadczenia i osiggata wartos¢ 5,68% w 14 dniu.

Zawarto$¢ procentowa anabazyny w suchej masie w 2 dniu suszy wynosita
$rednio 0,72% i wzrastata do 0,82% w 10 i 14 dniu doswiadczenia. Podobny trend
zaobserwowano réwniez w przypadku roslin kontrolnych gdzie w 2 dniu stresowania
zawarto$¢ anabazyny wynosita 0,48%, a w 14 dniu 0,52%.

Zawarto$¢ anatabiny z kazdym dniem doswiadczenia spadata u roslin badanych od
7,23% w 2 dniu, do 5,89% w 10 dniu, a w przypadku roslin kontrolnych od 7,66% w 2
dniu doswiadczenia do wartosci 5,4% w 14 dniu.
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Rys. 11. Wptyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci nikotyny w lisciach odmiany VPPG 78,
w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.

Dzieri doswiadczenia

mbadane M kontrola

Rys. 12. Wplyw stresu suszy na zmiany w S$redniej zawartosci nornikotyny w liciach odmiany
VPPG 78, w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 13. Wptyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci anabazyny w liciach odmiany VPPG 78,
w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.
%) °

6.0

4.

(=)

2.

(=]

0.0

Dzieri doswiadczenia

M badane ® kontrola

Rys. 14. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci anatabiny w lisciach odmiany VPPG 78,
w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.

Na rys. 15-18 przedstawiono zawartos¢ alkaloidow tytoniowych w korzeniach
odmiany VPPG 78. Zawarto$¢ procentowa nikotyny w 2 dniu suszy wynosita $rednio
31,9% i wzrastata do 47,86% w 6 dniu, a nastepnie obnizala si¢ do 36,37% w 14 dniu
doswiadczenia. W przypadku ro$lin kontrolnych w 2 dniu stresowania zawarto$¢
nikotyny wynosita 32,71%, by w 14 dniu ulec obnizeniu do 29,08%.

Zawarto$¢ nornikotyny z kazdym dniem do$wiadczenia spadata od 2,85% w 2 dniu,
do 1,25% w 14 dniu. W przypadku ro$lin kontrolnych trend byt podobny i zawartos¢
nornikotyny zmniejszata si¢ od 2,19% w 2 dniu do$wiadczenia i osiggata warto$¢
0,90% w 14 dniu.

Zawarto$¢ procentowa anabazyny w 2 dniu suszy wynosita $rednio 13,79% i z
kazdym kolejnym dniem spadata do 8,24% w 14 dniu doswiadczenia. Podobny trend
zaobserwowano w przypadku roslin kontrolnych gdzie w 2 dniu stresowania
zawarto$¢ anabazyny wynosita 6,92%, a w 14 dniu ulegata obnizeniu do 5,81%.
Zawarto$¢ anatabiny u roslin badanych wynosita 17,84% w 2 dniu i obnizata si¢ do
8,31% w 14 dniu doswiadczenia. W przypadku ro$lin kontrolnych zawarto$¢
anatabiny zmniejszata si¢ od 14,36% w 2 dniu do§wiadczenia do wartosci 6,72% w 14
dniu.
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Rys. 15. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawartosci nikotyny w korzeniach odmiany
VPPG 78, w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 16. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawartoéci nornikotyny w korzeniach odmiany
VPPG 78, w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 17. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci anabazyny w Kkorzeniach odmiany
VPPG 78, w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.
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Rys. 18. Wplyw stresu suszy na zmiany w $redniej zawarto$ci anatabiny w korzeniach odmiany
VPPG 78, w zaleznosci od dtugosci trwania stresu suszy.
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W dalszym etapie realizacji tematu badawczego 1 okreslono wptyw stresu suszy na
zawarto$¢ cukrow redukujgcych w probkach tytoniu (tab. 1). Lacznie wykonano 96
analiz (2 genotypy x 4 punkty czasowe x 2 (kontrola + badane) x 3 powtorzenia
biologiczne x 3 powtdrzenia analityczne). Wykazano, ze dla genotypu PHI168
zawarto$¢ cukrow redukujacych dla roslin badanych wynosi w 2 dniu do$wiadczenia
14,5% po czym w 10 dniu spadta do 14,1% i utrzymata tg warto$¢ w 14 dniu stresu
suszy. Dla pordwnania rosliny kontrolne w 2 dniu do$§wiadczenia mialy znaczaco
nizsza zawarto$¢ cukrow redukujacych wynoszaca srednio 10,8%, ktora w kolejnych
dniach wzrastata do 14,3% w 6 dniu doswiadczenia 1 osiggala 14,6% w 10 dniu
doswiadczenia i taka warto$¢ utrzymywata si¢ do 14 dnia.

Dla genotypu VPPG 78 charakterystyczne jest nizsze poczatkowe stgzenie cukrow
redukujacych wynoszace 11,3%, ktore w kolejnych dniach do$wiadczenia wzrastato.
W 6 dniu wynosito 14% i w 10 dniu ustabilizowalo si¢ na poziomie 14,1%. Rowniez
w przypadku roslin kontrolnych obserwowano powolny wzrost zawartosci cukrow
redukujacych od 12,9 w 2 dniu do$wiadczenia do 13,7% w 10 1 14 dniu.

Tabela. 1. Wptyw stresu suszy na $rednig zawartos¢ cukrow redukujacych.

Dzien
Genotyp 2 6 10 14
PH 168 badane 145 13.7 14.1 14.1
PH 168 kontrola 10.8 14.3 14.6 14.6
VPPG 78 badane 11.3 14.0 14.1 14.1
VPPG 78 kontrola 12.9 13.8 13.7 13.7
Dyskusja

Podstawowym Zrodltem zaopatrzenia roslin w wode sa opady atmosferyczne, jednak
ich ilo$¢ czesto jest niewystarczajagca, a nierOwnomierne roztozenie w sezonie
wegetacyjnym powoduje okresowe niedobory wody. Niedostateczne zaopatrzenie
roslin wode wywotuje reakcje stresowa, ktorej rezultatem sg zmiany fizjologiczne,
biochemiczne i molekularne. Z punktu widzenia rolniczego najwazniejsza
konsekwencjg tych zmian jest obnizenie wielkosci 1 jako$ci plonu.

W procesie ewolucji rosliny wyksztalcity szereg mechanizméw pozwalajacych na
zminimalizowanie skutkow dzialania niedoboru wody. Jednym z nich jest aktywacja
genoéw warunkujacych tolerancje na susz¢ (Zhou i in. 2017). Badania prowadzone na
Arabidopsis wykazaty, ze podczas niedoboru wody aktywowane sg dwie grupy genow
(Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki 2007). Pierwsza to geny kodujace biatka
regulatorowe zaangazowane w odbieranie sygnatu stresu miedzy innymi AREBI,
DREB2, NACI1 i WRKY aktywujace ekspresj¢ innych genéw (Munns 2002). Druga
grupa genow biorgcych udzial w odpowiedzi ro$lin na stres niedoboru wody to geny
odpowiedzialne za produkcje biatek warunkujacych redukcje badz naprawe
szkodliwych zmian. Wsrod nich mozna wyrdzni¢: dehydryny (DHN) i biatka
opiekuncze tzw. chaperony (Dziadczyk 2002, Rabbani i in. 2003). Tyton jest
gatunkiem o dos$¢ duzych wymaganiach wodnych w poréwnaniu z innymi uprawami
przemystowymi. Jest szczegdlnie wrazliwy na niedobor wody w fazie wydtuzania
lodygi 1 intensywnego wzrostu lisci (Cakir 2011; Peng 1 in. 2015). Ograniczony dostep
do wody wplywa negatywnie na przebieg wielu procesow fizjologicznych. Uzyskane
wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze istnieje zréznicowanie odmianowe pod wzgledem
wrazliwosci na stres suszy. Obserwowane w prowadzonych w ramach zadania nr 40
badaniach zahamowanie wzrostu oraz ograniczenia w rozwoju powierzchni lisci
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potwierdzajg badania prowadzone przez Shtereva i in. 2017. Wykazano w nich ze
silny stres suszy spowodowatl 5-6 krotng redukcje $§wiezej masy ro$lin, 3 krotnie
mniejszg dlugos¢ 1 szerokosc¢ lisci jak rowniez wydatne ograniczenie wysokosci roslin,
w poroéwnaniu do warunkéw optymalnego nawodnienia. Deficyt wody w glebie
wywotal takze 41-52,5% spadek wzglednej zawartosci wody (RWC) w lisciach
tytoniu oraz przedwczesne starzenie si¢ lisci. Obserwuje si¢ takze spadek
efektywnosci procesu fotosyntezy co przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu roslin, a
w konsekwencji obnizenia potencjalu plonotworczego (Vankova i in. 2011).

Nikotyna i cukry redukujagce mogg wpltywa¢ na smak dymu papierosowego i1 sa
waznymi parametrami wptywajgcymi na jakos¢ lisci tytoniu. W warunkach dobrego
nawodnienia nie zaobserwowano istotnych réznic w czasie, w zawartosci nikotyny
u dwoch badanych odmian. Po stresie suszy zawarto$¢ nikotyny wykazywata wyrazny
wzrost w odmianie PH 168, podczas gdy w odmianie VPPG 78 pozostawata na niemal
nie zmienionym poziomie, zarowno w liSciach jak i korzeniach. Zawarto$¢ nikotyny w
odmianie VPPG 78 byta nizsza niz w PH 168. Dodatkowo zaobserwowano nizsza
zawarto$¢ nikotyny w korzeniach odmiany VPPG 78 w stosunku do li$ci tej odmiany.
W badaniach Su i in. 2017 uzyskat odmienne wyniki. W jego badaniach wykorzystane
odmiany LJ851 1 JX6007 w czasie stresu suszy obydwie zwigkszaly zawarto$¢
nikotyny. Co wigcej odmiana JX6007 wykazywala znacznie wyzsza zawarto$¢
nikotyny niz LI851 po 10 i 14 dniach suszy.

Zmiany zawarto$ci cukréw redukujacych zachodzity w niewielkim stopniu. Warto
jednak zauwazy¢, ze w przypadku odmiany PH 168 z kazdym dniem zawarto$¢
cukréw malata, a w roslinach kontrolnych nieznacznie rosta podczas gdy w przypadku
odmiany VPPG 78 zar6wno w roslinach kontrolnych i badanych zawarto§¢ cukrow
redukujacych rosta do 6 dnia do§wiadczenia, po czym si¢ stabilizowala.

W badaniach Su i in., 2017 zawarto$¢ cukrow redukujacych wykazywata duzy spadek
w warunkach suszy w dwoch odmianach. Dodoatkowo odmiang LJ851 cechowata
wieksza zawarto$¢ cukrow redukujacych niz w JX6007 po 10 i 14 dniach warunkow
stresowych. Wszystkie 4 odmiany badane przez Su i in. 2017 wykazywalo wicksza
zawarto$¢ cukrow redukujacych niz badane w zad. 40 odmiany PH 168 1 VPPG 78.

Whioski

e W wyniku stresu suszy nast¢puje ograniczenie wysokosci i pola powierzchni lisci
roslin badanych w stosunku do roslin kontrolnych

e W przypadku odmiany PH 168 w wyniku stresu suszy zwigkszeniu ulega zawartos¢
nikotyny, nornikotyny, anabazyny i anatabiny w lisciach, nikotyny i nornikotyny w
korzeniach i na zblizonym poziomie utrzymuje si¢ zawarto$¢ anabazyny i anatabiny
w Korzeniach

e U odmiany VPPG 78 w warunkach stresu suszy zawartos¢ nikotyny w lisciach
utrzymuje si¢ na zblizonym poziomie, nornikotyny i anabazyny ro$nie, za$
anatabiny maleje; w korzeniach zawarto$§¢ nikotyny ro$nie, a pozostatych
alkaloidéw maleje

e U odmiany PH 168 z kazdym dniem stresu suszy zawarto$¢ cukrow redukujacych
malata, podczas gdy u odmiany VPPG 78 rosta do 6 dnia do§wiadczenia, po czym
si¢ stabilizowata

Mierniki dla tematu badawczego 1:

wartos¢ warto$¢
Lp. miernik miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana

Liczba testowanych genotypow tytoniu
1 | wykorzystanych w badaniu zmian 2 2
morfologicznych
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Liczba probek tytoniu poddanych analizie
2 | chemicznej (2 genotypy x 4 punkty czasowe X 48 48
2 (kontrola + badane) x 3 powtorzenia

3.2 Temat badawczy 2
Cel tematu badawczego 2:

Celem prowadzonych badan bylo przygotowanie i1 uzyskanie bibliotek DNA do
sekwencjonowania NGS transkryptomu tytoniu, uzyskanie sekwencji nukleotydowych
oraz identyfikacja gendw zaangazowanych w odpowiedz ro$liny na stres suszy i
okreslenie roznic w ich ekspresji

Cel tematu badawczego 2 zostat osiggniety.

Materialy i metody
Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania

Probki roslinne zgromadzone w 4 punktach czasowych w temacie badawczym nr
1 pochodzace od 2 genotypow roznigcych si¢ reakcjg na stres suszy zostaly poddane
homogenizacji, a nastepnie byly poddane izolacji RNA z wykorzystaniem zestawu do
izolacji RNA — Qiagen RNeasy Plant Mini Kit. Do przygotowania wysokiej jakosci
bibliotek do sekwencjonowania zostata wykorzystana technologia QuantSeq 3’'mRNA-
Seq (Lexogen). W pierszym etapie uzyskano cDNA. W tym celu 100 ng wyizolowanego
RNA zawieszone w 5 pl wody zmieszano z 5 pl First Strand cDNA Synthesis Mix 1
(FS1). Przepipetowano, zwirowano i mieszaning denaturowano w 85°C przez 3 min., a
nastepnie schtodzono do 42°C. W migdzyczasie przygotowano druga mieszaning
zawierajaca 9,5ul First Strand Sythesis Mix 2 (FS2) i 0,5ul Enzyme Mix (E1), ktora
przepipetowano, zwirowano i inkubowano w temperaturze 42°C przez 3 min. Do
pierwszej mieszaniny dodano 10 pl mieszaniny FS2/E1 i inkubowano w 42°C przez
kolejne 15 min. Po zsyntetyzowaniu cDNA usuwano RNA poprzez dodanie do
mieszaniny 5ul RNA Removal Solution (RS), inkubacj¢ w 95°C przez 10 min i koncowe
schtodzenie do 25°C. W kolejnym kroku konwertowano biblioteke do dwuniciowe;j
formy (dsDNA). Synteza drugiej nici DNA byla inicjowana przez zastosowanie
randomowych starterow zawierajacych na swoich 5’-koncach sekwencje¢ adaptorowa
kompatybilng z technologig Illumina. W tym celu do wystudzonej mieszaniny dodawano
10ul Second Strand Mix 1 (SS1), inkubowano w 98°C przez 1 min., powoli schtadzano
do 25°C z szybkoscig 0,5°C/sek. i inkubowano w 25°C przez 30 min. Po inkubacji
dodawano 5ul mieszaniny ztozonej z 4 pl Second Strand Synthesis Mix 2 (SS2) i 1 ul
Enzyme Mix 2 (E2) i ponownie inkubowano w 25°C przez 15 min. Po przygotowaniu
dwuniciowe] biblioteki, w celu usuniecia zbednych sktadnikéw reakcji poddawano ja
oczyszczaniu z wykorzystaniem kulek magnetycznych. W tym celu do biblioteki
dodawano 16ul kulek Purification Beads (PB) i inkubowano w temperaturze pokojowe;j
przez 5 min. Nastepnie probki umieszczano w statywie magnetycznym na 5 min.,
supernatant odrzucano, dodawano 40 ul Elution Buffer (EB), probki wyjmowano ze
statywu, przepipetowano do calkowitego rozpuszczenia kulek 1 inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 2 min. Dodawano 56 pl Purification Solution (PS) i
inkubowano 5 min. w temperaturze pokojowej. Probki ponownie umieszczano w statywie
magnetycznym i inkubowano przez 5 min. Supernatant odrzucano, dodawano 120 pl
80% etanolu i inkubowano przez 30 sek. Supernatant odrzucano, a ptukanie etanolem
powtarzano lacznie 2-krotnie. Po ptukaniu kulki suszono przez 10 min. po czym
dodawano 20 pl Elution Buffer (EB), probki wyjmowano ze statywu i inkubowano przez
2 min. w temperaturze pokojowej. Ponownie probki umieszczano w statywie
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magnetycznym i inkubowano 5 min. 17 ul czystego supernatantu przenoszono do nowej
probowki. Tak uzyskang oczyszczong bibliotekg DNA poddawano indeksowaniu
indeksami i7. W tym celu dodawano do niej 8 ul mieszaniny ztozonej z 7 ul PCR Mix
(PCR) i 1 ul Enzyme Mix (E3) oraz dodawano 5 ul indexéw i7. Mieszaning poddawano
15 cyklom reakcji PCR:

Denaturacja wstepna: 98°C, 30 sek
Denaturacja: 98°C, 10 sek.

Przytaczanie starterow: 65°C, 20 sek.
Elongacja: 72°C, 30 sek --------- 15 cykli
Elongacja koncowa: 72°C, 1 min.
Chtodzenie: 10°C

Koncowym etapem przygotowania biblioteki bylo jej oczyszczenie ze sktadnikow reakcji
PCR, ktore moglyby utrudnia¢ doktadne okreslenie st¢zenia biblioteki. Do mieszaniny
poreakcyjnej dodawano 30 pl kulek magnetycznych Purification Beads (PB) i
inkubowano 5 min. w temperaturze pokojowej. Probki umieszczano w statywie
magnetycznym, inkubowano 5 min. supernatant odrzucano, dodawano 30 ul Elution
Buffer (EB), probki wyjmowano ze statywu i inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 2 min. Nastgpnie dodawano 30 pl Purification Solution (PS) i inkubowano 5 min.
Probki umieszczano w statywie magnetycznym na 5 min, supernatant odrzucano,
dodawano 120 pl 80% etanolu i inkubowano przez 30 sek. Supernatant odrzucano,
a plukanie etanolem powtarzano tgcznie 2-krotnie. Po ptukaniu kulki suszono przez 10
min. po czym dodawano 20 pl Elution Buffer (EB), probki wyjmowano ze statywu i
inkubowano przez 2 min. w temperaturze pokojowej. Ponownie prébki umieszczano w
statywie magnetycznym 1 inkubowano 5 min. 17 pl czystego supernatantu przenoszono
do nowej probowki.

Kontrola jakoS$ci uzyskanych bibliotek

Kontrolg jako$ci uzyskanych bibliotek przeprowadzano metoda elektroforezy kapilarne;j
na aparacie Bioanalyzer 2100 (agilent Technologies) z wykorzystaniem chipow High
Sensitivity DNA.

Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie DNA przeprowadzono na aparacie MiSeq (Illumina) w trybie single-
end z wykorzystaniem odczynnikow v2 i dhlugoscia odczytu 150-bp. Metoda
fluorymetryczng wyznaczono st¢zenie bibliotek, po czym ich stezenia zostaly
znormalizowane, a nast¢pnie poddane denaturacji za pomocg roztworu 0,2N NaOH. Tak
przygotowane biblioteki rozcienczono do koncowego stezenia 6 pM 1 wzbogacono W 5%
kontrole wewnetrzng PhiX.

Analiza bioinformatyczna

Uzyskane pliki FASTQ poddano ocenie jakosci uzyskanych sekwencji w programie
FastQC, po czym za pomocg programu Trimmomatic usuni¢to sekwencje adaptorow,
poly(A)/poly(T) 1 sekwencje niskiej jakosci lub bardzo krotkie < 20 nukleoydow.

Przefiltrowane i przyciete sekwencje mapowano na genomie referencyjnym przy pomocy

programu Bowtie2Mapper oraz Star. Roznicowa analiza ekpresji genow zostala

przeprowadzonoa przez okreslenie liczby odczytow jednoznacznie zmapowanych do

konkretnego genu i catkowitg liczbe jednoznacznie zmapowanych odczytow w probce.
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Roznicowa analiza ekpresji genow zostata wykonana przy uzyciu metody RPKM (Reads
Per Kb per Million reads).

Aby porowna¢ geny o zroznicowanej ekspresji (DEG) miedzy kontrolg i probkami
poddanymi dziataniu stresu suszy, obliczono prawdopodobienstwo, ze jeden gen G w
dwoch probkach ma jednakowg ekspresje, ktére mozna wyrazi¢ wartos$cig p. Prog
warto$ci p dla testoéw wielokrotnych zostat okre§lony przez FDR (False Discovery Rate).

Jako danych wejsciowych do oprogramowania DEseq stuzacego do identyfikacji genow
o roznej ekspresji uzyliSmy zliczen sekwencji zmapowanych gendéw z annotacjami.
Oprogramowanie to wykorzystuje ujemny model rozktadu dwumianowego do testowania
zroznicowanej ekspresji genow. Do detekcji DEG przyjeto parametry FDR <0,05 i log2-
fold-change>2.

Wyniki

Aby zidentyfikowa¢ geny, ktérych ekspresja ulega zmianie pod wptywem stresu suszy,
wykorzystano oprogramowanie DEseq. Zidentyfikowano odpowiednio 573, 796, 492 i
226 DEG miedzy porownaniami rosliny badane — rosliny kontrolne dla 4 punktow
czasowych w obrebie genotypu VPPG 78 (rys. 19) oraz 572, 783, 488 i 247 DEG mi¢dzy
poréwnaniami rosliny badane — rosliny kontrolne dla 4 punktow czasowych w obrebie
genotypu PH 168 (rys. 20).
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Rys.19. Analiza zmian w ekspresji genow roslin badanych i kontrolnych w genotypie VPPG 78. DEG o
zwigkszonej ekspresji (up-regulated) oznaczono kolorem czerwonym, a 0 zmniejszonej
ekspresji kolorem niebieskim (down-regulated).
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Rys.20. Analiza zmian w ekspresji gendow roslin badanych i kontrolnych w genotypie PH 168. DEG o
zwickszonej ekspresji (up-regulated) oznaczono kolorem czerwonym, a 0 zmniejszonej
ekspresji kolorem niebieskim (down-regulated).
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W przypadku obydwu genotypow najwigksza liczbe DEG obserwowano w 6 dniu
doswiadczenia. Naktadajace si¢ DEG migdzy dwoma genotypami z 6 dnia doswiadczenia
pokazano na diagramie Venna (rys. 21). 427 DEG ulegato ekspresji wpolnie w obydwu
genotypach podczas gdy 369 i 356 odpowiednio w VPPG 78 i PH 168.

VPPG 78 PH 168

369 427 356

Rys.21. Diagram Venna naktadajacych si¢ DEG migdzy genotypami VPPG 78 i PH 168 w 6 dniu stresu
suszy.

Analiza annotacji ontologii genéw (GO) wykazala, ze zar6wno geny regulowane w gore,
jak 1 regulowane w dot mozna podzieli¢ na ponad 40 kategorii. Kategorie te byty oparte
na dominujacej funkcji, takiej jak kataliza, przekazywanie sygnatow, regulacja
transkrypcji, regulacja enzymatyczna itp.

Geny o najwickszych roznicach w ekspresji zarowno w gore jak 1 w dot przedstawiono
w tabeli 2.
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Tabela 2. Geny wykazujace najwieksze zmiany w ekspresji gendw pod wpltywem stresu suszy.

Gene ID Log2-fold p-value Regulacja Annotacja
(badane/kontrola) (badane/kontrola)

gene_26451 8,56 8,61E-05 Up Biatko szoku termicznego
90.1

gene_36213 9,47 5,04E-06 Up Biatko szoku termicznego 70B

gene_14328 8,16 5,44E-04 Up Biatko jak chaperonoowe
HSP20

gene_23143 -9,66 2,64E-03 Down Przyltaczanie chlorofilu

gene_17595 -74 1,45E-03 Down Rodzina biatek utrzymujacych
minichromosom (MCM2/3/5)

gene 33741 -5,8 1,01E03 Down Cyklina B2

Dyskusja

W procesie ewolucji rosliny wyksztalcily szereg mechanizméw pozwalajacych na
zminimalizowanie skutkow dziatania niedoboru wody. Su i in. 2017 wykorzystujac reakcje
Real-Time qPCR wykazali, ze u odmian uprawnych tytoniu ekspresja genow psb A, psb B,
psb C, psb D, RBCL i ClpP1 kodujacych struktury biatkowe fotosystemu II jest silnie i
szybko aktywowana 10-dniowym stresem suszy. Dowiedli réwniez, ze w warunkach
deficytu wody odmiana LJ851 wykazywata wigksza intensywnos$¢ procesu fotosyntezy w
porownaniu do odmiany JX6007 co bylo wynikiem zwigkszonej ekspresji gendw psbA,
psbD oraz RBCL. Réwniez w badanich prowadzonych w 2021 r. w ramach realizacji
zadania nr 40 obserwowano wzrost aktywnosci genéw AREB1, DREB2, NAC1 i WRKY.
Juz po dwoch dniach doswiadczenia stwierdzono wzrost ekspresji badanych genow
odpowiedzialnych za odpowiedZz na stres suszy. Ponadto w 2022 r. przeprowadzono
analize bioinformatyczng transkryptomu tytoniu. Wykazano, ze w odpowiedZ roslin
tytoniu na stres suszy zaangazowanych jest kilkaset roznych genéw nalezacych do ponad
40 kategorii funkcjonalnych. Wérdd tych gendw istnieja zaréwno takie, ktore zwigkszaja
swoja ekspresje np. gen cykliny B2, jak i takie ktore zmniejszaja swoja ekspresj¢. Podobne
prace prowadzili Khan i in. 2019, ktorzy zidentyfikowali 798 genéw, z czego 443 w
przypadku stresu suszy byto regulowanych do goéry lub w dot, a po ustaniu suszy
zachowywalo si¢ przeciwnie. Analiza annotacji funkcjonalnych tych gendéw wykazata
znaczng regulacje ekspresji w gore gendow, u ktorych odnotowano, Ze biorg udziat w
odpowiedziach na bodZce i stres (np. biatka szoku cieplnego), obrong¢ antyoksydacyjng (np.
peroksydazy i S-transferazy glutationu), regulacj¢ w dot geny zwigzane ze szlakiem cyklu
komoérkowego 1 procesami fotosyntezy. Wsrdd tych genow duza czg$¢ pokrywata sie z
genami badanymi w ramach zadania nr 40. Sposrod DEG badanych przez Yin i in. 2015a,
znaleziono roéwniez 82 czynniki transkrypcyjnych (TF), m. in. NAC1, czy WRKY, ktore
byty badane w zadaniu nr 40. W innych badaniach nad odpowiedzia ro$lin tytoniu na stres
suszy zidentyfikowano 1476 regulowanych w goére 1 1574 regulowanych w dot genow,
ktoére pogrupowano w 43 kategorie funkcjonalne zaangazowane w siedem znaczacych
szlakow metabolicznych, gtownie zaangazowanych w metabolizm, transdukcje sygnatu 1
transport komorkowy (Yin i in., 2015b)

Whnioski
e W odpowiedz ro$lin tytoniu na stres suszy na poziomie molekularnym
zaangazowanych jest kilkaset genow
e Geny biorgce udzial w odpowiedzi na stres suszy mogg by¢ regulowane zarowno w
gore jak i w dot
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Mierniki dla tematu badawczego 2:

Lp. miernik? warto$¢ warto$¢
miernika miernika
podana w opisie | zrealizowana
zadania

2.1 | Liczba zanalizowanych bibliotek (2 genotypy x 4

punkty czasowe = 8 bibliotek) 8 bibliotek 8 bibliotek
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4. Prezentacja wynikow badan

Wyktad na Migdzynarodowym Kongresie Naukowym CORESTA Centre de Coopération

pour les Recherches Scientifiques Relatives au Tabac, 10-28.10.2022

Wyktad w formie prezentacji pdf stanowi zalacznik do sprawozdania

5. Adres, pod ktorym wyniki badan sg dostepne na stronie internetowej wnioskodawcy:

http://chmiel.iung.pl/transhoptab/wyniki.html

6. Miernik zadania - stopien realizacji

Warto$¢ miernika Warto$¢ Stopien
Lp. miernik podana w opisie miernika realizacji
zadania zrealizowana | miernika
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
1.1 | Liczba testowanych genotypoéw tytoniu
wykorzystanych w badaniu zmian 2 2 100%
morfologicznych
1.2 | Liczba probek tytoniu poddanych analizie
chemicznej (2 genotypy X 4 punkty czasowe 48 48 100%
x 2 (kontrola + badane) x 3 powtorzenia
temat badawczy 2
Liczba zanalizowanych bibliotek (2 genotypy - -
X 4 punkty czasowe = 8 bibliotek) 8 bibliotek 8 bibliotek | 1009
Srednia 100%
% realizacji 100%
zadania

Sporzadzono:

Piecze¢ jednostki

Instytut Uprawy Nawozenia
i Gleboznawstwa
Panstwowy Instytut
Badawczy

ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

prof. dr hab. Wiestaw Aleksander Oleszek

06.12.2022 .
data

Osoba reprezentujaca jednostke

podpis 1 pieczec
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