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1. Wykaz stosowanych skrótów  
 

× – symbol krzyżowania  

ABA – (ang. abscisic acid) – kwas abscysynowy 

APR – (ang. Adult Plant Resistance) – odporność roślin dorosłych 

Avr – (ang. avirulence factor) – czynnik awirulencji  

cDNA – (ang. complementary DNA) – komplementarne DNA 

CDPK – (ang. Calcium-Dependent Protein Kinase) – kinazy zależne od wapnia  

CIMMYT – (ang. International Maize and Wheat Improvement Center) – Międzynarodowe 

Centrum Doskonalenia Kukurydzy i Pszenicy  

ddPCR – (ang. droplet digital Polymerase Chain Reaction) – emulsyjna, łańcuchowa reakcja 

polimerazy 

DNA – (ang. deoxyribonucleic acid) – kwas dezoksyrybonukleinowy 

ETS – (ang. Effector-Triggered Susceptibility) – wrażliwość wyzwalana przez efektor 

ETI – (ang. Effector-Triggered Immunity) – odporność wyzwalana przez efektor  

FAO – (ang. Organization The Food and Agriculture), Organizacja Narodów Zjednoczonych 

do spraw Wyżywienia i Rolnictwa  

Gbp – (ang. giga base pairs) –miliard par zasad 

hpi – (ang. hours post inoculation) – godziny po inokulacji 

HR – (ang. Hypersensitive Response) – reakcja nadwrażliwości 

IWGSC – (ang. International Wheat Genome Sequencing Consortium), Międzynarodowe 

Konsorcjum Sekwencjonowania Genomu Pszenicy 

L. – Karol Linneusz 

Lr – (ang. Leaf rust) – gen odporności na rdzę brunatną 

MAPK – (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases) – kinazy aktywowane mitogenami 

MAS – (ang. Marker Assisted Selection) – selekcja wspomagana markerami molekularnymi 

Mb – (ang. Megabase) 

miRNA – (ang. microRNA), mikroRNA 

MIQE – (ang. Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR 

Experiments)  

NCBI – (ang. National Center for Biotechnology Information) – Narodowe Centrum Informacji 

Biotechnologicznej 

NGT – (ang. New Genomic Techniques) – nowe techniki genomowe 

NTC – (ang. No Template Control) – kontrola bez matrycy cDNA  
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ONZ – Organizacja Narodów Zjednoczonych 

PAMP – (ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns) – wzorce molekularne związane z 

patogenami 

PCR – (ang. Polymerase Chain Reaction) – łańcuchowa reakcja polimerazy 

Pgt – (łac. Puccinia graminis f. sp. tritici), grzyb powodujący rdzę źdźbłową pszenicy  

Pm – (łac. Powdery mildew) – gen odporności na mączniaka prawdziwego 

PR – (ang. Pathogenesis-Related proteins) – białka związane z patogenezą 

PRR – (ang. Pattern Recognition Receptors) – receptory rozpoznające wzorce molekularne 

Pst – (łac. Puccinia striiformis), grzyb powodujący rdzę żółtą pszenicy 

Pt – (łac. Puccinia triticina), grzyb powodujący rdzę brunatną pszenicy 

PTI – (ang. Pattern Triggered Immunity) – odporność indukowana przez wzorce molekularne 

pz – par zasad  

RNA – (ang. ribonucleic acid) – kwas rybonukleinowy 

RNAi – (ang. RNA interference) – interferencja RNA 

ROS – (ang. Reactive Oxygen Species) – reaktywne formy tlenu  

qRT-PCR – (ang. quantitative Real-Time PCR) – jakościowy PCR w czasie rzeczywistym 

QTL – (ang. quantitative trait loci) – loci cech ilościowych 

SAR – (ang. Systemic Acquired Resistance) – nabyta odporność systemiczna  

siRNA – (ang. small interfering RNA) – małe, interferujące RNA 

SR – (ang. seedling resistance) – odporność siewek 

SSR – (ang Simple Sequence Repeat) – amplifikowane sekwencje mikrosatelitarne 

STS – (ang. Sequence Tagged Site) – miejsca znaczone sekwencyjnie 

USDA – (ang. United States Department of Agriculture) – Departament Rolnictwa Stanów 

Zjednoczonych  

Yr – (ang. Yellow rust) – gen odporności na rdzę żółtą 
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2. Streszczenie  
 

Rdza brunatna wywoływana przez grzyb Puccinia triticina Eriks (Pt) jest jedną z 

najbardziej szkodliwych chorób powodujących znaczne straty w uprawach pszenicy 

zwyczajnej. U dorosłych roślin odpornych na Pt obserwuje się odporność typu APR, która 

chroni roślinę przed wieloma rasami patogenów i wyróżnia się trwałością w warunkach 

produkcyjnych. Dzięki pełniejszemu zrozumieniu mechanizmów molekularnych leżących u 

podstaw funkcji genów APR będzie możliwe opracowanie nowych strategii hodowli 

odpornościowej pszenicy. Obecnie głównie geny APR, takie jak Lr34, Lr46 i Lr67, są w 

znacznym stopniu wykorzystywane w hodowli odpornościowej, ponieważ nadają trwałą 

odporność na wiele ras grzybów występujących w różnych warunkach klimatycznych i 

środowiskowych. W przypadku locus Lr46 nadal nie zidentyfikowano genu warunkującego 

odporność APR. Jednakże, w literaturze zaproponowano kilka genów kandydujących, których 

scharakteryzowania podjęto się w prezentowanych badaniach. Celem niniejszej pracy 

doktorskiej była wielopłaszczyznowa analiza molekularnych mechanizmów odporności u 

pszenicy zwyczajnej w odpowiedzi na porażenie przez rdzę brunatną. Podjęte badania miały na 

celu identyfikację genów typu APR, analizę profili ekspresji genów Lr34, Lr67 oraz genów 

kandydujących dla genu Lr46, po inokulacji zarodnikami grzybów Pt. Dodatkowo określono 

wpływ małych cząsteczek RNA (miRNA) na ekspresję tych genów. Materiał roślinny 

obejmował odmiany odporne, pochodzące z banku genów oraz pokolenia F1, F2 i BC1F1, 

uzyskane w wyniku krzyżowania wspomnianych genotypów z polskimi, ważnymi gospodarczo 

odmianami pszenicy. Stres biotyczny wywoływano u roślin dorosłych poprzez inokulację 

zarodnikami grzybów Pt w kontrolowanych warunkach. W przeprowadzonych badaniach 

wykorzystano technikę RT-qPCR w celu analizy profili ekspresji genów badanych w pięciu 

punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi). Ponadto, przeanalizowano profile ekspresji 

cząsteczek miRNA komplementarnych do genu Lr34 (tae-miR9653b, tae-miR9773 i tae-

miR9677b) oraz genów kandydujących dla Lr46 (tae-miR5384-3p, tae-miR9780, tae-miR9775 

oraz tae-miR164). Spośród testowanych genów kandydujących (Lr46-Glu1, Lr46-Glu2, Lr46-

Glu3, Lr46-RLK1, Lr46-RLK2, Lr46-RLK3, Lr46-RLK4, Lr46-Snex i Lr46-WRKY), najwyższa 

ekspresja wystąpiła tylko u jednego genu kandydującego (Lr46-Glu2), co sugeruje jego 

możliwą rolę w odpowiedzi odpornościowej na infekcję powodowaną przez Pt.  
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3. Streszczenie w języku angielskim 
 

 Leaf rust caused by the fungus Puccinia triticina Eriks (Pt) is one of the most 

damaging diseases causing significant losses in common wheat crops. In Pt-resistant adult 

plants, an APR-type resistance is observed, which protects the plant against multiple pathogen 

races and is notable by its persistence under production conditions. A more comprehensive 

understanding of the molecular mechanisms underlying the function of APR genes will enable 

the development of new strategies for resistance breeding in wheat. Currently, mainly APR 

genes, such as Lr34, Lr46 and Lr67, are widely used in resistance breeding, as they confer 

durable resistance to many fungal races occurring under different climatic and environmental 

conditions. In the case of the Lr46 locus, the gene determining APR resistance has still not been 

identified. However, several candidate genes have been proposed in the literature and 

characterisation of these genes was undertaken in the present study. The aim of presented  

dissertation was a multi-level analysis of the molecular mechanisms of resistance in common 

wheat in response to leaf rust inoculation. The research undertaken was aimed at analysing the 

identification of APR type genes, expression profiles of Lr34, Lr67 and candidate genes for the 

Lr46 gene, following inoculation with Pt fungal spores. Additionally, the influence of small 

RNA molecules (miRNA) on the expression of these genes was determined. The plant material 

consisted of resistant cultivars from the gene bank and the F1, F2 and BC1F1 generations, 

obtained by crossing the above-mentioned genotypes with economically important Polish wheat 

varieties. Biotic stress was induced in adult plants by inoculation with Pt fungal spores under 

controlled conditions. The study used RT-qPCR to analyse the expression profiles of the genes 

studied at five time points (0, 6, 12, 24 and 48 hpi). In addition, the expression profiles of 

miRNA molecules complementary to the Lr34 gene (tae-miR9653b, tae-miR9773 and tae-

miR9677b) and candidate genes for Lr46 (tae-miR5384-3p, tae-miR9780, tae-miR9775 and 

tae-miR164) were analysed. Of the candidate genes tested (Lr46-Glu1, Lr46-Glu2, Lr46-Glu3, 

Lr46-RLK1, Lr46-RLK2, Lr46-RLK3, Lr46-RLK4, Lr46-Snex and Lr46-WRKY), the highest 

expression occurred in only one candidate gene (Lr46-Glu2), indicating that it may be a 

contributing factor in the response to infection caused by Pt.  
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4. Wprowadzenie 
 

 4.1. Produkcja pszenicy zwyczajnej i jej perspektywy 
 

Rolnictwo jest kluczowym obszarem światowej gospodarki. Na jego rozwój wpływa 

szereg czynników naturalnych i antropogenicznych. Organizacja Narodów Zjednoczonych do 

spraw Wyżywienia i Rolnictwa (ang. Organization The Food and Agriculture, FAO) szacuje, 

że obecnie tylko 150 gatunków roślin jest uprawianych na szeroką skalę na całym świecie, a 12 

gatunków roślin uprawnych zapewnia 80% światowej żywności (FAO, 2018; Shiferaw i in., 

2013; Zhou i in., 2020).  

 Pszenica jest drugą, najczęściej uprawianą rośliną podstawową (FAO 2019). 

Powierzchnia zasiewów tego zboża wynosi ponad 215 milionów hektarów rocznie, a skala 

światowego handlu pszenicą jest wyższa, niż kukurydzą i ryżem łącznie. Gatunek ten stanowi 

jeden z najważniejszych źródeł białka, dostarczając około 20% kalorii spożywanych przez ludzi 

na całym świecie (Karaman i in., 2021; Walkowiak i in., 2020; Shiferaw i in., 2013; Zhou i in., 

2020). Zaburzenie tych proporcji może doprowadzić do poważnego kryzysu, niedostatecznej 

dostępności żywności, a także zmian gospodarczych wynikających ze wzrostu cen produktów 

zawierających pszenicę (Anderson, 2012; Bentley, 2022). Zdaniem badaczy, podążając za 

wzrostem liczby ludności, aby zaspokoić ciągle powiększające się zapotrzebowanie na 

żywność, produkcja pszenicy musi zostać zwiększona o około 60% do 2050 roku, co stanowi 

trudne zadanie dla hodowców (Tong i in., 2024; Walkowiak i in., 2020). 

 Obecnie, główne kierunki hodowli pszenicy koncentrują się na wysokich plonach, 

wysokiej jakości handlowej oraz odporności na stresy biotyczne i abiotyczne (Ahmar i in., 

2020; Bokore i in., 2022; Walkowiak i in., 2020). Zmiany klimatu i wynikające z nich okresy 

ekstremalnych upałów, przymrozków i suszy, w połączeniu ze zwiększonym ryzykiem 

występowania chorób, stanowią ogromne wyzwanie dla współczesnej hodowli. Szacuje się, że 

prognozowany, globalny wzrost temperatury o 2°C doprowadzi do zmniejszenia plonów 

pszenicy w krajach Afryki, Azji i Ameryki Południowej o 10-15%. Jednocześnie, pojawiają się 

nowe zagrożenia związane z agrofagami, które dotychczas nie występowały w naszej 

szerokości geograficznej. Na całym świecie szkodniki i choroby powodują średni roczny 

spadek plonów pszenicy o 21,5% (Savary i in., 2019). Prognozy klimatologów oraz 

przewidywania naukowców dotyczące najbliższej przyszłości powodują wzrost nacisku na 

postęp biologiczny w hodowli odpornościowej roślin uprawnych. Najtrudniejszym zadaniem 

stojącym przed hodowcami i naukowcami jest wyprowadzenie odmian wykazujących 
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całkowitą odporność na dany patogen, jak również charakteryzującą się odpornością krzyżową 

na wiele różnych czynników chorobotwórczych jednocześnie. Podczas krzyżowania odmian z 

donorem zawierającym geny odporności, możliwe jest jednoczesne przeniesienie szeregu 

niekorzystnych cech, dyskwalifikujących dany genotyp (Bariana i in., 2013; Bolton i in., 2008; 

Prasad i in., 2020). Dlatego tak trudne jest uzyskanie w pełni odpornych odmian, wykazujących 

jednocześnie dobre parametry cech jakości plonu. Hodowcy dążą do piramidyzacji genów 

odporności w obrębie tej samej odmiany, aby zwiększyć ich skuteczność podczas potencjalnego 

porażenia przez agrofagi. Hodowla mieszańcowa jest najskuteczniejszym sposobem łączenia 

genów odporności i jest szeroko wykorzystywana w programach hodowlanych pszenicy ze 

względu na jej wysoki potencjał w zwiększaniu plonów i ich stabilności. Jednak nadal brakuje 

podstawowych informacji na temat architektury genetycznej pszenicy i stopnia dominacji 

genów warunkujących odporność na rdzę bruntaną (Beukert i in., 2020). W celu opracowania 

zrównoważonej i opłacalnej strategii kontroli rozprzestrzeniania się rdzy brunatnej, należy więc 

wdrożyć multidyscyplinarne podejście badawcze z udziałem: hodowców, rolników, 

genetyków, fitopatologów i biotechnologów (Figlan i in., 2020). W ostatnich latach hodowla 

odpornościowa zyskuje na znaczeniu, ponieważ wpisuje się w założenia integrowanej ochrony 

roślin. W praktyce, metody te polegają na wykorzystaniu w procesie hodowlanym odmian 

wykazujących wysoką odporność na choroby. Ponadto, polityka rolna m. in. w krajach Unii 

Europejskiej, kładzie coraz większy nacisk na ciągłe zmniejszenie zużycia niekorzystnych dla 

środowiska naturalnego pestycydów i rozwój rolnictwa ekologicznego. Ograniczanie 

dozwolonych substancji czynnych prowadzi do poszukiwania oraz tworzenia nowych 

ulepszonych odmian pszenicy. W szczególności zainteresowaniem cieszą się odmiany 

charakteryzujące się nowymi źródłami odporności na patogeny.  Wykorzystanie odmian 

odpornych i wysoko plonujących, przy jednoczesnym zachowaniu właściwej agrotechniki, 

spełni założenia Zielonego Ładu i może w pewnym stopniu ograniczyć prognozowane spadki 

plonów.  

  

 4.2. Utrzymanie zasobów genetycznych pszenicy 
 

 Największe cywilizacje zostały znacząco ukształtowane dzięki udomowieniu, 

ochronie i wykorzystaniu rodzimych gatunków roślin. W tym celu wykorzystywano zmienność 

genetyczną dzikich i uprawnych roślin, obserwując ich fenotyp (FAO, 2018; Sofi i in., 2020). 

Obecnie, zasadnicze znaczenie dla zachowania różnorodności genetycznej roślin uprawnych 

mają banki genów i zgromadzone w ich zasobach genotypy, stanowiące źródło genów 
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utraconych podczas udomowienia i selekcji hodowlanej. W porównaniu do dzikich krewnych 

pszenicy i jej starych odmian, współczesne odmiany wykazują coraz niższą różnorodność 

genetyczną, tym samym charakteryzują się również coraz mniejszym potencjałem do 

uzyskiwania genotypów odpornych na choroby. W celu przeciwdziałania temu zjawisku i 

zwiększania różnorodności genetycznej w programach hodowlanych pszenicy, stosuje się 

różnorodne strategie. Jednym z przykładów jest krzyżowanie tetraploidalnej pszenicy z dzikim 

diploidalnym przodkiem Aegilops tauschii, donorem subgenomu D pszenicy, w wyniku czego 

powstała syntetyczna pszenica heksaploidalna. Podejście to było szeroko analizowane przez 

Międzynarodowe Centrum Doskonalenia Kukurydzy i Pszenicy CIMMYT (ang. International 

Maize and Wheat Improvement Center) w ramach programów hodowlanych (Dreisigacker i in., 

2008; Reynolds i Braun, 2022). Kolejną strategią jest wykorzystanie puli genetycznych 

obecnych w odmianach rodzimych i dzikich przodkach pszenicy (Cavalet-Giorsa i in., 2024; 

M. Reynolds i in., 2007). Banki genów stanowią ogromny potencjał, który może być 

wykorzystywany w badaniach i pracach hodowlanych, w celu zwiększenia odporności pszenicy 

na stresy biotyczne i abiotyczne. Wykorzystując blisko spokrewnione odmiany dzikie, do 

krzyżowania z elitarnymi odmianami roślin uprawnych, możliwe jest wprowadzenie do 

hodowli nowych źródeł genetycznych pożądanych cech, w tym szczególnie genów 

warunkujących odporność. Geny te można następnie zachować w kolejnych pokoleniach 

mieszańcowych poprzez krzyżowanie wsteczne wspomagane markerami molekularnymi – 

MAS (ang. Marker Assisted Selection) (Müller i in., 2018). Tym samym banki genów mogą 

zostać wykorzystane do zróżnicowania czynników warunkujących odporność, choć introgresja 

nowych alleli jest długim i trudnym procesem. Pomimo tego, introgresja była i nadal jest 

istotnym mechanizmem zwiększającym różnorodność genetyczną pszenicy. Dlatego też, aby 

przyspieszyć odkrywanie, introgresję i piramidyzację genów odporności w hodowli 

odpornościowej, kluczowe jest zintegrowanie jak największej liczby narzędzi, w tym przede 

wszystkim zaawansowanych technik biologii molekularnej (Dinglasan i in., 2022).  

 

 4.3. Złożoność genomu pszenicy alloheksaploidalnej 
  

 Rodzaje Amblyopyrum, Aegilops i Triticum należą do plemienia Triticeae z rodziny 

traw Poaceae (Gramineae). Gatunki Triticeae zawierają podstawowy zestaw chromosomów 

wynoszący x = 7. To stosunkowo młode plemię oddzieliło się od innych plemion z podrodziny 

Pooideae około 25 milionów lat temu. Pszenica zwyczajna rozszerzyła swoje siedlisko z 

głównego obszaru tzw. Żyznego Półksiężyca na środowiska globalne w ciągu około 10 000 lat. 
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Mechanizmy genetyczne tego niezwykłego sukcesu ewolucyjnego nadal nie zostały dobrze 

poznane (Zhou i in., 2020). W sierpniu 2018 roku Międzynarodowe Konsorcjum 

Sekwencjonowania Genomu Pszenicy, IWGSC (ang. International Wheat Genome Sequencing 

Consortium) opublikowało w czasopiśmie Science szczegółowy opis genomu jednego z 

najpopularniejszych zbóż na świecie wraz z pierwszą sekwencją referencyjną odmiany Chinese 

Spring (IWGSC RefSeq v1.0). (IWGSC, 2018). Osiągnięcie to było zwieńczeniem 13 lat 

międzynarodowych badań koordynowanych przez IWGSC. Niedługo później, w 2020 roku, 

opublikowano sekwencje genomów kolejnych 15 odmian pszenicy z całego świata. To 

sprawiło, że badania nad pszenicą wkroczyły w erę pangenomiczną (Hussain i in., 2022).  

 Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) to gatunek alloheksaploidalny (2n = 6x = 

42; AABBDD) powstały w wyniku dynamicznej historii udomowienia (Petersen i in., 2006). 

Poliploidalność tego gatunku jest wynikiem dwóch rund hybrydyzacji: pierwszej 

międzygatunkowej pomiędzy pszenicą spokrewnioną z T. urartu (2n = 2x = 14; AA) 

(Katamadze i in., 2023) i nieodkrytym gatunkiem spokrewnionym z Aegilops speltoides 

(genom BB), a następnie pomiędzy T. turgidum (2n = 4x = 28; AABB) i A. tauschii (2n = 2x = 

14; DD) (Alonge i in., 2020; Juery i in., 2021). Tak powstały genom pszenicy zwyczajnej jest 

wyjątkowo duży (około 16 Gbp) i podobnie jak w przypadku większości dużych genomów 

roślinnych, zawiera sekwencje powtarzalne (w tym retrotranspozony), stanowiące aż około 

85% genomu. Powtórzenia te sprawiają, że genom ten jest szczególnie trudny do analizy, 

pomimo udoskonaleń w sekwencjonowaniu i technologii jego składania (Alonge i in., 2020). 

Jednak analizy mejozy u form mieszańcowych otrzymanych z krzyżowań monosomików z 

tetraploidalną pszenicą wykazały przynależność danego chromosomu do każdego z trzech 

subgenomów – A, B i D (Rogalska, 2012). Ponadto, na podstawie analiz cytogenetycznych 

form aneuploidalnych zidentyfikowano homeologiczne pary chromosomów, co doprowadziło 

do ich klasyfikacji na 7 grup. Do pierwszej z nich przyporządkowano chromosomy 1A, 1B i 

1D, do drugiej grupy – chromosomy 2A, 2B i 2D, a każda kolejna z siedmiu grup 

homeologicznych została w ten sam sposób sklasyfikowana (Levy i Feldman, 2022; Mayrose i 

Lysak, 2021).  

 Chociaż zidentyfikowano diploidalnych donorów, dwóch z trzech subgenomów T. 

aestivum, a mianowicie: Ae. tauschii (subgenom D) i  T. urartu (subgenom A), to wciąż niejasne 

pozostaje pochodzenie subgenomu B (Katamadze i in., 2023). Obecnie nie istnieje żaden 

gatunek diploidalny, którego chromosomy miałyby wysokie powinowactwo do subgenomu B, 

a to  sugeruje, iż protoplasta wymarł lub nadal pozostaje niezidentyfikowany. Istnieje też trzecia 

możliwość, jaką jest pochodzenie polifiletyczne subgenomu B i jego wyewoluowanie na 
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poziomie poliploidalnym poprzez wielokrotne krzyżowania z gatunkami pokrewnymi, takimi 

jak: Ae. speltoides, Ae. bicornis, Ae. sharonensis, Ae. longissima i Ae. searsii (Levy i Feldman, 

2022; Li i in., 2022). W związku ze złożoną budową genomu pszenicy zwyczajnej zmienność 

ilościowa wielu cech agronomicznych jest modulowana przez interakcje genetyczne pomiędzy 

wieloma zestawami homologów znajdujących się w subgenomach A, B i D (Ramírez-González 

i in., 2018). Zgodnie z danymi literaturowymi, genom D jest mniej zróżnicowany niż genomy 

A i B (Akhunov i in., 2010; Bernardo, 2021; Hao i in., 2011; Luo i in., 2017). Badania 

przeprowadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej skupiają się przede wszystkim na 

szczegółowej analizie genów odporności na rdzę brunatną (Lr, ang. Leaf rust) oraz innych 

genów kandydujących u pszenicy zwyczajnej, zlokalizowanych na chromosomach 1B, 4D i 7D 

pszenicy. 

 

 4.4. Zagrożenia w produkcji pszenicy 
 

Współczesne rolnictwo, zwłaszcza konwencjonalne, jest niebezpiecznie uzależnione od 

stosowania środków ochrony roślin. Nie ulega wątpliwości, że pestycydy i inne syntetyczne 

środki ochrony mają negatywny wpływ na biosferę, przyczyniając się zachwiania równowagi 

biologicznej w ekosystemach. Globalna produkcja pszenicy jest stale narażona na choroby i 

szkodniki, które ewoluują i rozprzestrzeniają się na nowe obszary (Pequeno i in., 2024). Zmiany 

klimatu sprzyjają zwiększeniu nasilenia występowania chorób takich jak: mączniak prawdziwy, 

rdza żółta, septorioza oraz rdza brunatna, które każdego roku doprowadzają do zniszczenia 

plonów pszenicy o około 20% (Singh i in., 2023). Obecnie jednym z priorytetów są ulepszone 

i przyjazne dla klimatu praktyki agrotechniczne, ograniczające użycie środków ochrony roślin 

(Kashyap i in., 2022). To właśnie w tym obszarze postęp w hodowli odpornościowej może mieć 

swój istotny wkład. Dlatego też wiedza na temat zmienności genetycznej odporności roślin, 

zdolności ewolucyjnych patogenów i wybór nowoczesnych metod hodowli, są niezbędne do 

skutecznej hodowli odpornościowej. Poznanie specyfiki działania określonych patogenów, w 

tym P. triticina, sprawcy rdzy brunatnej omawianej w niniejszej dysertacji, może stanowić 

cenne narzędzie w zwalczaniu tej choroby (Pequeno i in., 2024). 
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 4.5. Puccinia triticina Eriks, sprawca rdzy brunatnej pszenicy 
 

 Grzyby z rodzaju Puccinia należą do rzędu Pucciniales (dawniej Uredinales). 

Wszyscy przedstawiciele rzędu Pucciniales są bezwzględnymi pasożytniczymi patogenami 

roślin naczyniowych, o dość skomplikowanym cyklu życiowym. Grzyby powodujące rdzę są 

biotrofami, są zatem całkowicie zależne od zasobów odżywczych uzyskanych z żywych 

komórek gospodarza (Lorrain i in., 2019). Oprócz pszenicy zwyczajnej patogeny te są zdolne 

do infekowania innych zbóż, tj. żyta (Secale cereale), jęczmienia (Hordeum vulgare L.) i 

pszenżyta (× Triticosecale). Gatunki grzybów powodujących rdzę różnią się pod względem 

zdolności do infekowania określonych żywicieli, z kolei te różnice znajdują odzwierciedlenie 

w klasyfikacji „formae speciales” (f. sp.). Wyróżnia się trzy rodzaje rdzy zagrażających  

pszenicy, tj. rdza źdźbłowa, rdza żółta i rdza brunatna, wywoływane odpowiednio przez P. 

graminis f. sp. tritici (Pgt), P. striiformis f. sp. tritici (Pst) i P. triticina Eriks (Pt) (Figueroa i 

in., 2018). Rdze zbożowe wymagają dwóch niespokrewnionych taksonomicznie żywicieli do 

ukończenia cyklu życiowego, składającego się z pięciu stadiów zarodnikowych (Kolmer, 

2013). Infekcja następuje za pośrednictwem wiatru, który przenosi zarodniki na rośliny 

żywicielskie. Czynnikiem szczególnie sprzyjającym infekcji jest wysoka wilgotność powietrza. 

Optymalne warunki do rozwoju infekcji to temperatura pomiędzy 15 a 20°C oraz podwyższona 

wilgotność powietrza. W sprzyjających warunkach urediniospory pojawiają się 7-10 dni po 

infekcji (Dinh i in., 2020; Ellis i in., 2014; Gupta i in., 2012). 

 Patogeny powodujące rdzę ograniczały uprawę pszenicy już od okresu jej 

udomowienia (Roelfs i in., 1992). Pochodzenie chorób rdzy upatruje się na Bliskim Wschodzie, 

w regionie tzw. Żyznego Półksiężyca (Bolton i in., 2008; J. A. Kolmer i in., 2009). Ponadto 

wykazano, że rdza brunatna jest szczególnie problematyczną chorobą, ponieważ patogen 

wykazuje dużą różnorodność pod względem ras i patotypów, a także wysoką zdolność adaptacji 

do środowiska występowania. To wszystko powoduje, iż otrzymanie odmian wykazujących 

trwałą odporność stanowi spore wyzwanie dla hodowców zbóż (Haq i Ijaz, 2020).  

 

4.6. Wielopoziomowy system odpornościowy u roślin   
 

 Rośliny, w przeciwieństwie do kręgowców, nie posiadają przeciwciał ani komórek 

odpornościowych. W celu ochrony przed patogenami, rośliny ukształtowały jednak niezwykle 

złożony i zmienny system odpornościowy, obejmujący odpowiedź lokalną i systemiczną (ang. 

Systemic Acquired Resistance, SAR) (Banasiak, 2022; Rodriguez-Moreno i in., 2018). Oprócz 



16 
 

bariery konstytutywnej, rośliny wyposażone są w mechanizmy obronne aktywowane na skutek 

ataku patogennych mikroorganizmów (Wenig i in., 2019; Zhou i in., 2020; Zipfel, 2014). 

Mechanizmy te opierają się głównie na rozpoznawaniu ligandów pochodzących od patogenów 

(Krattinger i Keller, 2016; Ngou i in., 2021). Jednym z modeli opisujących system 

odpornościowy roślin jest model zygzakowy (ang. zig-zag model), zaproponowany przez 

Jonesa i Dangla (Banasiak, 2022; Jones i Dangl, 2006). W początkowym etapie wzorce 

molekularne związane z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP), 

określane jako nieswoiste elicytory, są rozpoznawane przez receptory wzorców (ang. Pattern 

Recognition Receptors, PRR), co prowadzi do powstania odporności indukowanej wzorcami 

molekularnymi (ang. Pattern Triggered Immunity, PTI) i aktywacji odpowiedzi obronnej 

(Prasad i in., 2020), obejmującej kinazy aktywowane mitogenami (ang. Mitogen-Activated 

Protein Kinases, MAPK), kinazy zależne od wapnia (ang. Calcium-Dependent Protein Kinase, 

CDPK) oraz powstawanie reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS). 

Ponadto następuje wzmocnienie ściany komórkowej poprzez odkładanie kalozy i lignin, a także 

synteza metabolitów wtórnych i akumulacja białek związanych z patogenezą (ang. 

Pathogenesis-Related proteins, PR), takich jak chitynazy, glukanazy i peroksydazy (Jones i 

Dangl, 2006; Ngou i in., 2021). Atakujący patogen wytwarza czynniki efektorowe, które 

zakłócają odporność PTI lub wspierają rozprzestrzenianie się patogenu, prowadząc do rozwoju 

podatności wyzwalanej przez czynniki efektorowe (ang. Effector-Triggered Susceptibility, 

ETS) i w konsekwencji rozwoju infekcji (Ngou i in., 2021). Produkowane przez patogeny 

efektory mogą stać się czynnikami awirulencji (ang. avirulence factor, avr). Następuje to 

wówczas, gdy komórka posiada specyficzne białka receptorowe umożliwiające ich 

rozpoznanie, kodowane przez tzw. geny odporności (Banasiak, 2022; Petit-Houdenot i Fudal, 

2017; Wenig i in., 2019). Takie receptory zazwyczaj reprezentują klasę NB-LRR/NLR (ang. 

nucleotide-binding and leucine-rich-repeat-containing receptor) (Annan i Huang, 2023), a ich 

wiązanie z czynnikiem awirulencji prowadzi do aktywacji specyficznej odporności ETI (ang. 

Effector-Triggered Immunity) (Hawkins, 2019). Częstym efektem mechanizmu ETI jest 

wystąpienie reakcji nadwrażliwości HR (ang. Hypersensitive Response), która prowadzi do 

śmierci komórek gospodarza znajdujących się wokół miejsca infekcji, a tym samym 

uniemożliwia patogenom dostęp do żywych tkanek. Reakcja nadwrażliwości stanowi ochronę 

przed biotrofami, takimi jak grzyb Puccinia triticina – sprawca rdzy brunatnej (Balint-Kurti, 

2019). Dla rośliny pożądane jest posiadanie odpowiedniego genu R rozpoznającego dany 

efektor, podczas gdy patogen dąży do uniknięcia rozpoznania, na przykład poprzez mutację w 

genie kodującym efektor (Banasiak, 2022).  
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 Istnieją dwie grupy genów odporności wykorzystywanych w hodowli pszenicy 

odpornej na choroby rdzy. Pierwsza grupa, znana jako geny główne R (ang. Resistance genes), 

nadają odporność specyficzną, przeciwko jednej konkretnej rasie patogenu. Większość 

zidentyfikowanych genów Lr należy do tej grupy. Białka kodowane przez geny R bezpośrednio 

lub pośrednio reagują na efekty wirulencji wywoływane przez patogeny, które są wydzielane 

do cytoplazmy komórek roślin żywicielskich (Bhardwaj i in., 2021). Druga grupa obejmuje 

geny, które wykazują niespecyficzną odporność obejmującą wiele ras patogenów grzybowych. 

Przykładem genu takiej odporności jest dobrze zbadany gen Lr34 (Peng i Yang, 2017). 

Genetycznie uwarunkowana odporność na P. triticina (Pt) Eriks została scharakteryzowana 

zarówno u młodych roślin (ang. Seedling Resistance, SR), jak i roślin w stadium dorosłym (ang. 

Adult Plant Resistance, APR). Odporność SR jest kontrolowana pionowo przez główne geny 

R, które zapewniają rasowo-specyficzną odporność, często przełamywaną przez patogeny 

(Bariana i in., 2022; Huerta-Espino i in., 2011). Natomiast odporność APR jest rasowo-

niespecyficzna i często objawia się jako efekt „powolnego rdzewienia” (ang. slow rusting), 

który wiąże się z wolniejszym rozwojem infekcji, dłuższym okresem utajenia i tworzeniem 

mniejszej liczby uredinii. APR zapewnia częściową, ale trwałą odporność na patogeny (Haq i 

Ijaz, 2020). Osiągnięcie odporności, która jest komercyjnie akceptowalna, wymaga połączenia 

więcej niż dwóch genów APR (Bariana i in., 2022). Obecność pojedynczych genów APR 

wykazuje umiarkowany poziom odporności, jednak ich piramidyzacja z genami głównymi 

może prowadzić do zwiększonej odporności w hodowli, którą preferują hodowcy (Dinglasan i 

in., 2022; Huerta-Espino i in., 2020). W praktyce, wdrażanie nowych odmian zawierających 

geny APR jest sporym wyzwaniem, ponieważ brakuje ich dokładnej charakterystyki. W 

związku z tym, dokładne poznanie i klonowanie zarówno znanych, jak i nowych genów typu 

APR wydaje się być niezbędne do precyzyjnego i skutecznego wykorzystania ich w hodowli 

odpornościowej pszenicy. Z tego względu w niniejszej pracy doktorskiej podjęto próbę analizy 

ekspresji dziesięciu genów kandydujących dla locus Lr46, który jest szeroko wykorzystywany 

w programach hodowlanych. Szczegółowej analizie poddano również geny Lr34 i Lr67.  

 

4.7. Geny odporności na rdzę brunatną 
 

 Wszystkie znane geny odporności na rdzę brunatną są klasyfikowane zgodnie z 

nomenklaturą przypisującą im symbol Lr (ang. Leaf rust). W ciągu ostatnich dziesięcioleci 

liczne badania doprowadziły do identyfikacji około 100 genów Lr i wielu ważnych loci cech 

ilościowych (QTL) (S. Kumar i in., 2021; Qureshi i in., 2018; Tong i in., 2024). Jednak ze 
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względu na rozmiar i złożoność genomu pszenicy, do tej pory sklonowano tylko kilka genów 

Lr. Obejmują one siedem genów (Lr1, Lr10, Lr21, Lr34, Lr42, Lr47 i Lr67) sklonowanych za 

pomocą klasycznego klonowania opartego na mapie oraz cztery geny uzyskane metodami 

szybkiego klonowania (Lr9, Lr13, Lr14a i Lr22a) (H. Li i in., 2023; Prasad i in., 2020). W 

przypadku odporności APR wyróżnia się kilka genów, do których należą m. in. 

Lr34/Yr18/Pm38/Sr57, Lr46/Yr29/Pm39/Sr58 i Lr67/Yr46/Pm46/Sr55 (Herrera-Foessel i in., 

2014; Li i in., 2023; M. P. Reynolds i Braun, 2022; Vikas i in., 2022). Geny te analizowane 

były w niniejszej rozprawie doktorskiej. 

 Gen Lr34 został po raz pierwszy opisany w 1977 roku w Kanadzie, w linii pszenicy 

PI58548 (Dyck, 1977). Dalsza analiza genu Lr34 ujawniła jego lokalizację w genomie, dzięki 

czemu wykazano, że znajduje się on na ramieniu krótkim chromosomu 7D pszenicy. Gen Lr34 

został po raz pierwszy zidentyfikowany w odmianie ‘Frontana’ (Dyck, 1987). Kompleks 

Lr34/Yr18/Pm38/Sr57 nadaje umiarkowaną odporność na rdzę brunatną i rdzę żółtą oraz 

częściową odporność na mączniaka prawdziwego i rdzę źdźbłową. Sekwencja nukleotydowa 

zawiera 24 eksony i koduje białko o długości 1401 reszt aminokwasowych (Krattinger i in., 

2009). Allele w tym locus różnią się pojedynczą substytucją nukleotydową w eksonie 4, delecją 

trójnukleotydową w eksonie 11 i pojedynczą substytucją nukleotydową w eksonie 12 (Dakouri 

i in., 2014; Lagudah i in., 2009). 

 Gen Lr46 został zidentyfikowany po raz pierwszy w odmianie pszenicy 'Pavon 76' 

(William i in., 2003). Genotypy pszenicy wykazujące obecność genu Lr46/Yr29 charakteryzują 

się odpornością na rdzę brunatną i żółtą. Ponadto, zostały scharakteryzowane również jako geny 

odporności na mączniaka prawdziwego (Pm39) i rdzę źdźbłową (Sr58) (J. Kolmer i in., 2015). 

Locus Lr46/Yr29/Sr58/Pm39 został zmapowany ma ramieniu długim chromosomu 1B, jednak 

nie zidentyfikowano sekwencji genu odpowiedzialnego za warunkowanie odporności. Na 

podstawie mapowania wysokiej rozdzielczości w locus QYr.ucw-1BL wyselekcjonowano i 

przeanalizowano 13 genów kandydujących dla Lr46/Yr29 (Cobo i in., 2019). Jednak nadal nie 

jest jasne, czy wspomniany locus odporności na wiele patogenów jest wynikiem 

plejotropowego działania pojedynczego genu, czy też małego klastra ściśle powiązanych ze 

sobą genów (Cobo i in., 2019; Tong i in., 2024). Przeprowadzenie charakterystyki 

funkcjonalnej Lr46/Yr29 jest niezbędne do określenia zmienności allelicznej genu lub genów 

leżących u podstaw odporności na Pt oraz do ustalenia jej molekularnych mechanizmów 

(Bobrowska i in., 2022; Radchenko i in., 2022; Spychała i in., 2024). W ramach prezentowanej 

rozprawy doktorskiej podjęto się tego zadania i przeprowadzono analizę ekspresji genów 

kandydujących dla Lr46. Sprawdzono również wpływ miRNA na poziom ekspresji tych genów 
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 Gen Lr67 wykazuje również plejotropowy wpływ na rdzę źdźbłową i żółtą, ale z 

mniejszym wpływem na odporność na rdzę brunatną, niż gen Lr34. Kompleks genów 

Lr67/Yr46/Pm46/Sr55 został zmapowany na długim ramieniu chromosomu 4D (Herrera-

Foessel i in., 2014; Hiebert i in., 2010; Milne i in., 2019). Gen Lr67 koduje transporter heksozy 

w dwóch wariantach allelicznych, przy czym wariant odporny determinuje powstanie białka 

Lr67res, które  różni się od podatnej formy Lr67sus dwoma aminokwasami: leucyną (Leu) i 

argininą (Arg). Oba warianty alleliczne genu Lr67 mają identyczne regiony promotorowe. 

Ponadto, w chromosomach 4A oraz 4B pszenicy zwyczajnej znajdują się dodatkowe homologii 

genu Lr67 (Ellis i in., 2014; Milne i in., 2019; Moore i in., 2015). Według danych 

literaturowych, ekspresja genów Lr34 lub Lr67 pszenicy w innych gatunkach zbóż, takich jak 

pszenica durum, jęczmień, ryż i kukurydza, warunkuje odporność na wiele patogenów, co 

sugeruje, że rola tych genów w reakcji odpornościowej jest zachowana w szerokim zakresie 

taksonomicznym. W związku z tym, geny te mogą zostać potencjalnie wykorzystane jako nowe 

źródła odporności u innych gatunków, choć brak informacji o możliwości ich wykorzystania u 

roślin okrytonasiennych (Periyannan i in., 2017; Sucher i in., 2018).  

 

4.8. Rola miRNA w reakcji odpornościowej pszenicy 
  

 Zastosowanie metod genomowych w ulepszaniu gatunków roślin uprawnych może 

skutecznie przyczynić się do rozwiązania problemów związanych z niedoborami 

żywieniowymi oraz stresami biotycznymi i abiotycznymi. W ostatnim dziesięcioleciu nacisk 

został położony na identyfikację i analizę funkcjonalną cząsteczek miRNA. Analizy te można 

zaliczyć do jednego z wiodących obszarów badawczych w naukach o roślinach (Salgotra i 

Zargar, 2020). W przypadku pszenicy tempo badań genetycznych nieustannie się zwiększa 

prowadząc do postępu w genomice, fenotypowaniu i technikach klonowania genów, skutkując 

ciągłym odkrywaniem kolejnych genów R lub rejonów QTL związanych z odpornością (Tong 

i in., 2024). 

 Niezwykle istotnym aspektem, niezbędnym do poznania i zrozumienia 

molekularnych mechanizmów odporności, jest regulacja ekspresji genów. Ponadto, naukowcy 

coraz częściej zwracają uwagę na rolę małych, niekodujących RNA (miRNA, siRNA), które 

odgrywają znaczącą rolę w kontroli procesów biologicznych (Tyczewska i in., 2016). W 

porównaniu do roślin modelowych, takich jak ryż i rzodkiewnik, badania nad rolą i funkcją 

miRNA u pszenicy są zdecydowanie mniej zaawansowane. Analizy związane z małymi RNA 

(ang. small RNA) są  szczególnie utrudnione ze względu na ogromny i złożony genom pszenicy 
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zwyczajnej (Basso i in., 2019; Feng i in., 2015). Tym niemniej, dokładniejsze zrozumienie 

regulacji i profilu ekspresji genów związanych z mechanizmami RNAi (ang. RNA interference), 

tolerancji na stresy abiotyczne lub biotyczne, może doprowadzić do poprawy cech 

agronomicznych w wielu uprawach na całym świecie (Bazzini i in., 2007).  

 Dopiero w 2002 roku odkryto pierwsze roślinne cząsteczki miRNA u rzodkiewnika 

(Arabidopsis thaliana) (Reinhart i in., 2002). To odkrycie dało początek nowemu kierunkowi 

badań, dzięki którym wykazano zaangażowanie roślinnych miRNA w wiele istotnych 

procesów, takich jak kwitnienie, regulacja biogenezy, transdukcja szlaków sygnałowych i 

rozwój organów (Chen i Yu, 2023; Chi i in., 2023; Jain i in., 2020). Badania wykazały, że 

ekspresja miRNA jest specyficzna dla tkanki i etapu rozwoju rośliny. Ponadto, regulacja 

ekspresji cząsteczek miRNA jest warunkowana przez warunki środowiskowe, w tym stresy 

biotyczne i abiotyczne. Odkrycie miRNA jako cząsteczek, które specyficznie modulują skład 

proteomu, ujawniło nowy poziom kontroli nad procesami komórkowymi. Rośliny mają 

zróżnicowane mechanizmy rozpoznawania ataku patogenów i wywoływania reakcji 

obronnych, które zmieniają funkcje komórkowe gospodarza. Wykazano, że miRNA biorą 

udział w sygnalizacyjnych szlakach obronnych u roślin (Budak i in., 2015; Feng i in., 2015).  

 Cząsteczki miRNA występujące u roślin są kodowane przez geny MIR, które znajdują 

się głównie w niekodujących regionach genomu i są zwykle transkrybowane przez polimerazę 

RNA II (Kumar i in., 2015). miRNA to małe, niekodujące endogenne RNA o długości od 21 

do 24 nukleotydów (nt), które odgrywają kluczową rolę w regulacji procesów komórkowych, 

poprzez hamowanie translacji genów lub degradację docelowych mRNA na poziomie 

potranskrypcyjnym. W wyniku procesu transkrypcji powstaje pierwotny transkrypt pri-miRNA 

o długości od kilkuset do kilku tysięcy nukleotydów. Kompleksy białek DCL1 (ang. Dicer-

Like) i HYL1 (ang. Hyponastic Leaves 1) wraz z białkiem SE (ang. Serrate) biorą udział w 

tworzeniu cząsteczki pre-miRNA. Charakterystyczną cechą cząsteczki pre-miRNA jest jej 

drugorzędowa struktura w postaci pętli z „ogonem”, określana jako struktura „spinki do 

włosów”. Istotne jest, że region ogona zawiera sekwencję dojrzałej cząsteczki miRNA. 

Późniejsze cięcie pre-miRNA przez białko DCL1 skutkuje powstaniem dupleksu miRNA-

miRNA*. Powstały dupleks może mieć długość od 21 do 24 nukleotydów i zawiera 2 

nukleotydy jako wystające końce 3', które są metylowane przez enzym metylotransferazę 

HEN1 (ang. Hua Enhancer 1). Następnie białko HST (ang. Hasty) transportuje zmetylowany 

dupleks z jądra komórkowego do cytoplazmy, gdzie następuje degradacja jednej z nici (Rycina 

1). Druga nić to dojrzały miRNA, który jest częścią kompleksu RISC (ang. RNA-Induced 

Silencing Complex) zawierającego białko AGO1, który wiąże się z cząsteczką mRNA 
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docelowego genu (Kulasek i in., 2019). Cząsteczki miRNA wiążą się z komplementarnymi 

fragmentami sekwencji genów, hamując w ten sposób proces translacji (Rycina 1) (Li i in., 

2017).  

 

Rycina 1. Uproszczony schemat biogenezy i funkcjonowania miRNA w komórce roślinnej: RNA Pol II 

– DNA-zależna polimeraza RNA II; DCL1 – DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu III); HYL1 – 

HYPONASTIC LEAVES 1; SE – SERRATE; HEN1 – HUA ENHANCER 1 (metyltransferaza); 

HASTY – eksportyna; AGO1 – ARGONAUTE 1.  

 

 Obecnie jednym z celów prac badawczych powinno być określenie funkcji cząsteczek 

miRNA u pszenicy zwyczajnej oraz jej bliskich krewnych lub przodkach, co może zwiększyć 
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szanse na poznanie specyficznych dla gatunku cząsteczek miRNA, a także związku między 

miRNA a ewolucją. Aktualne osiągnięcia w dziedzinie biotechnologii roślin niejednokrotnie 

przekraczają dotychczasowe oczekiwania, a perspektywy ich wykorzystania wydają się być 

jeszcze bardziej obiecujące. Co więcej, badania mechanizmów odporności z zastosowaniem 

narzędzi molekularnych powinny znajdować zastosowanie w praktyce hodowlanej kluczowych 

gatunków roślin uprawnych. Biotechnologia może w dalszym ciągu wpływać na rozwój 

rolnictwa, aby sprostać światowemu zapotrzebowaniu na odmiany lepiej przystosowane do 

zmieniających się warunków klimatycznych i jednocześnie wykazujące zadowalający poziom 

odporności na choroby. 

 Powyższe rozważania pozwoliły na sformułowanie hipotezy badawczej oraz celu 

prezentowanej rozprawy doktorskiej. 
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5. Hipoteza badawcza i cel pracy 
 

Hipoteza badawcza zakłada, iż analiza ekspresji wybranych genów APR i powiązanych z nimi 

miRNA pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizmu odporności na Puccinia triticina Eriks. 

Ponadto, analiza ekspresji genów kandydujących w locus Lr46 pozwoli na wyselekcjonowanie 

potencjalnego genu odpowiedzialnego za odporność na rdzę brunatną.   

Cel główny pracy 

1. Celem głównym pracy jest wielopłaszczyznowa analiza molekularnych mechanizmów 

odporności u pszenicy zwyczajnej w odpowiedzi na porażenie pszenicy przez grzyb 

Puccinia triticina, powodujący rdzę brunatną. 

Cele szczegółowe: 

2. Określenie poziomu ekspresji genów Lr34, Lr46 i Lr67 po inokulacji zarodnikami Puccinia 

triticina. 

3. Analiza poziomu ekspresji cząsteczek miRNA komplementarnych do sekwencji 

analizowanych genów. 

4. Próba identyfikacji genu Lr46 (sprzężonego z odpornością na rdzę brunatną u pszenicy) 

spośród genów kandydujących opisanych w doniesieniach literaturowych. 

5. Porównanie efektywności działania genów typu „slow rust” u różnych odmian pszenicy 

zwyczajnej oraz otrzymanych form mieszańcowych. 
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6. Materiały i metody 
 

6.1. Materiał badawczy 
 

 W pierwszym roku badań materiał roślinny stanowiło jedenaście odmian pszenicy 

zwyczajnej, których nasiona otrzymano z Banku Genów z National Small Grains Collection 

(Agricultural Research Station w Aberdeen, USA) (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Charakterystyka odmian referencyjnych pszenicy zwyczajnej, pochodzących z Banku Genów 

Lp. Odmiana 
Numer 

identyfikacyjny 
Rodowód Pochodzenie 

1. Myna’S’ PI 519783 

Nord Desprez/Wagga 

Wagga//Lee/Frontana/3/Newthatch/4/Tanori 

71 resel 

Meksyk 

2. Frontana PI 500147 Fronteira/Mentana Brazylia 

3. Sparrow PI 520081 

Frontana/Marne Desprez//Kenya 

117A/3/2*Copifen/4/Sonora 64/Klein 

Rendidor/3/Ciano sib//2*Lerma Rojo 

64/Sonora 64 

Meksyk 

4. Pavon’S’ PI 520054 

 

Vicam 71//Ciano 67 sib/Siete Cerros 

66/3/Kalyansona/Bluebird 

Meksyk 

5. HN ROD PI 191622  –  Portugalia 

6. Artigas PI 192535 Americano 25E/Americano 26N Urugwaj 

7. Artigas* PI 73046 Americano 25E/Americano 26N Urugwaj 

8. NP 846 PI 322263 Rio Negro/NP 760 Indie 

9. Glenlea CItr 17272 
Pembina*2/Bage//CB 100 CB 100 = Sonora 

64/Tezanos Pintos Precoz//Nainari 60 
Kanada 

10. Lerma Rojo CItr 13651 
Lerma 50/Yaqui 48//Mario 

Escobar*2/Supremo 211 
Meksyk 

11. TX89D6435 PI 584759 Collin/Enano//TAM 200 USA 

 

 W kolejnych latach badań, sugerując się wynikami doświadczeń zarówno 

laboratoryjnych jak i polowych, wybrano pochodzącą z banku genów odmianę Glenlea, którą 

krzyżowano  z wysoko plonującymi odmianami, pochodzącymi z polskich spółek hodowlanych 

(Tabela 2). Odmiana Glenlea charakteryzowała się odpornością na poziomie 9 (w skali 9 

stopniowej; 1-podatne, 9-odporne). Ponadto, wykorzystując łańcuchową reakcję polimerazy 

(PCR) w odmianie Glenlea zidentyfikowano analizowane geny odporności (Lr34, Lr46 i Lr67). 
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Dzięki krzyżowaniom w kolejnych latach badań uzyskano pokolenia F1, F2 i BC1F1 

posiadające pożądane geny odporności (Rycina 2).  

 

Tabela 2. Charakterystyka odmian pochodzących z polskich spółek hodowlanych 

Lp. Odmiana Pochodzenie 
Rok wpisania do 

Krajowego Rejestru 

1. Aura Hodowla Roślin Strzelce sp. z o.o. Grupa IHAR 2020 

2. Harenda Małopolska Hodowla Roślin Spółka z o.o. 2014 

3. Jutrzenka Małopolska Hodowla Roślin Spółka z o.o. 2018 

4. Itaka DANKO Hodowla Roślin sp. z o.o. 2021 

5. Merkawa Hodowla Roślin Smolice sp. z o.o. Grupa IHAR 2019 

 

 

Rycina 2. Schemat przeprowadzonych krzyżowań i uzyskanych form mieszańcowych pokoleń F1, F2 i 

BC1F1. 

 

 



26 
 

6.2. Metody badawcze 
 

6.2.1. Reakcja łańcuchowa polimerazy (PCR)  
 

6.2.1.1. Izolacja genomowego DNA z tkanki liściowej pszenicy 
 

 W celu potwierdzenia obecności alleli warunkujących odporność u badanych odmian 

i form mieszańcowych, wyizolowano genomowe DNA i przeprowadzono reakcję PCR. DNA 

wyizolowano z liści 10-dniowych siewek przy użyciu zestawu GeneMATRIX Plant and Fungi 

DNA Purification Kit (EURx Ltd, Polska), zgodnie z procedurą załączoną przez producenta. 

Stężenie i jakość DNA określono przy użyciu spektrofotometru DeNovix (DeNovix Inc., USA) 

przy długości fali 260 nm. Próbki zostały rozcieńczone buforem (EURx Ltd, Polska) do 

uzyskania jednolitego stężenia 50 ng/µL. 

 

6.2.1.2. Identyfikacja markerów molekularnych  
 

 Łańcuchowa reakcja polimerazy (PCR) została wykorzystana w celu potwierdzenia 

obecności alleli związanych z genami Lr34, Lr46 oraz Lr67. Reakcję PCR przeprowadzono w 

objętości 20 µL mieszaniny reakcyjnej, składającej się z: 1 µL dwóch starterów (Sigma); 12,5 

µL FastGene Optima HotStart ReadyMix (NIPPON Genetics Europe GmbH), który zawierał 

mieszaninę polimerazy DNA FastGene Optima (0,2 U na 1 µL reakcji), buforu FastGene 

Optima, dNTP (0,4 mM), MgCl2 (4 mM) i stabilizatory. Profil temperaturowy reakcji był 

następujący: denaturacja wstępna w 94°C przez 5 minut, a następnie 35 cykli (denaturacja w 

94°C przez 45 sekund; przyłączanie starterów w 60°C przez 30 sekund; wydłużanie nici w 72°C 

przez 1 minutę), a następnie końcowe wydłużanie nici przez 7 minut w 72°C i przechowywanie 

w 4°C. Produkty amplifikacji z wykorzystaniem markera csLV46G22 trawiono enzymem 

restrykcyjnym BspEI (Thermo Fisher Scientific, USA) w 37°C przez 1 godzinę (Lagudah, 

prywatna korespondencja, 2020). Termocykler Labcycler (SensoQuest GmbH) został 

wykorzystany do przeprowadzenia reakcji trawienia enzymem restrykcyjnym. Produkty PCR 

były analizowane z wykorzystaniem 2% żelu agarozowego (Bioshop, Canada Inc.) w buforze 

TBE 1x (Bioshop, Canada Inc.) z dodatkiem 7 µL Midori Green Advanced DNA Stain (Nippon 

Genetics Europe, Niemcy). Wyniki elektroforezy zostały sfotografowane w świetle UV z 

wykorzystaniem systemu Molecular Imager GelDoc XR UV, z oprogramowaniem Bio Image.  
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6.2.2. Przeprowadzenie inokulacji zarodnikami Puccinia triticinia  
 

 Każdego roku realizacji badań doświadczenia prowadzono w fitotronie, w warunkach 

kontrolowanych: temperaturę ustawiono na 18°C w ciągu dnia i 16°C w nocy przy 16-

godzinnym fotoperiodzie, gdzie wilgotność względna wynosiła od 60% do 70%. Ponadto, 

widmo emisji źródła światła zostało ustalone na poziomie strumienia fotonów 572 μE. Miesiąc 

po rozpoczęciu eksperymentu temperatura w fitotronie została podniesiona do 20°C i 17°C, 

odpowiednio w ciągu dnia i nocy. Za stadium rośliny dorosłej uznano rośliny z wykształconym 

liściem flagowym, tj. po 34 dniach od wysiewu ziarniaków. Zarodniki grzyba zostały zebrane 

z zainfekowanych doświadczeń polowych, zlokalizowanych w różnych częściach Polski. 

Odmiany lub formy mieszańcowe pszenicy, w stadium rośliny dorosłej, zainokulowano P. 

triticina poprzez rozpylenie zawiesiny zarodników grzyba w stężeniu około 5 × 105 

zarodników/ml, z 1% v/v odczynnikiem Tween 20, przygotowaną bezpośrednio przed 

inokulacją. Fragmenty tkanki liściowej pobrano z każdej rośliny przed inokulacją oraz 6, 12, 

24 i 48 hpi (ang. hours post inoculation) w trzech powtórzeniach biologicznych. Pobrane liście 

umieszczono w probówkach typu eppendorf i natychmiast zamrożono w ciekłym azocie. 

Zebrane fragmenty liści były przechowywane w kriozamrażarce (-80°C), do momentu 

rozpoczęcia izolacji RNA i miRNA.  

 

6.2.3. Analiza ekspresji genów (RT-qPCR) 
 

6.2.3.1. Izolacja RNA i reakcja odwrotnej transkrypcji (synteza 

cDNA) 
 

 Izolację całkowitego RNA z różnych próbek tkanek liści zebranych w powtórzeniach 

biologicznych i punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi) przeprowadzono przy użyciu 

zestawu do izolacji Maxwell RSC Plant RNA Kit (Promega, Madison, USA). Stężenie i 

czystość wyizolowanego całkowitego RNA mierzono za pomocą spektrofotometru NanoDrop 

w zakresie absorbancji A260/A280. Syntezę cDNA przeprowadzono z wykorzystaniem 1µg 

RNA, przy użyciu zestawu iScript Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad, 

Hercules, USA), zgodnie z protokołem dołączonym przez producenta. Profil temperaturowy 

reakcji syntezy cDNA był następujący: inkubacja wstępna rzez 5 minut w 25°C, odwrotna 

transkrypcja przez 60 minut w 46°C, inaktywacja odwrotnej transkryptazy przez 1 mintę w 

95°C, schłodzenie do 4°C i przechowywanie w 20°C. 
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6.2.3.2. Selekcja genów referencyjnych pszenicy 
 

 Wyniki ekspresji genów badanych należy odnieść do wartości ekspresji genów 

referencyjnych (ang. housekeeping genes), które mają stabilny profil ekspresji dla danego 

eksperymentu. Dzięki temu możliwe jest uzyskanie znormalizowanych wartości ekspresji 

genów badanych. Na podstawie danych literaturowych, wybrano cztery geny referencyjne: 

TUBβ, ARF, RLI (Scholtz & Visser, 2013) oraz EF2-1 (Xie i in., 2019) (Tabela 3). Zostały one 

przetestowane poprzez amplifikację PCR na matrycy cDNA (mieszanina prób po inokulacji 

patogenem), a następnie przeprowadzono elektroforezę (10 V/cm) w 2% żelu agarozowym. Na 

tym etapie uzyskano niespecyficzne produkty dla genu RLI, w związku z tym zrezygnowano z 

wykorzystania go jako genu referencyjnego. Dla pozostałych kandydujących genów 

referencyjnych opracowano krzywą standardową stosując takie samo podejście jak dla genów 

Lr34 i Lr67. Na tym etapie, występowanie niespecyficznych produktów zaobserwowano 

analizując krzywe topnienia genu EF2-1. Po analizie krzywych standardowych, dwa geny 

(TUBβ i ARF) o najwyższych wartościach wydajności reakcji (%E) i współczynnik 

determinacji (R2 > 0,997), TUBβ i ARF, zostały wybrane jako geny referencyjne dla RT-qPCR. 

Sekwencje starterów dla wybranych genów referencyjnych przedstawiono w Tabeli 3. 

 

Tabela 3. Charakterystyka sekwencji starterów dla wybranych genów referencyjnych. 

Skrót 

genu 

Produkt/funkcja 

genu 
Sekwencje starterów (5’- 3’) 

Wydajność 

(%E) 
R2 

Tm 

(°C)  

Długość 

produktu 

(pz) 

TUBβ β-Tubulin 
F CAAGGAGGTGGACGAGCAGATG 

R GACTTGACGTTGTTGGGGATCCA 
101,1 0,998 82,0 84 

ARF 
ADP-ribosylation 

factor 

FGCTCTCCAACAACATTGCCAAC 

R GCTTCTGCCTGTCACATACGC  
93,5 0,999 82,0 165 

RLI 
RNase L inhibitor-

like protein 

F CGATTCAGAGCAGCGTATTGTTG 

R AGTTGGTCGGGTCTCTTCTAAATG  
- - - 242 

EF2-1 Elongation factor 
F CATCAAGCGCATGTCTTCCG 

R GGTCGACCGTGTTCTTCCAT  
100,4 0,997 80,5 90 

 

6.2.3.3. Projektowanie starterów do analizy RT-qPCR 
 

 Sekwencje genów Lr34, Lr67 i genów kandydujących Lr46 (Cobo i in., 2019) 

pozwoliły na zaprojektowanie specyficznych starterów do reakcji RT-qPCR (Tabela 4). 

Sekwencje dla genów kandydujących Lr46/Yr29 znaleziono w bazie danych Ensembl Plants 

dla pszenicy zwyczajnej i pobrano je w formacie FASTA. Sekwencje wykorzystano do 
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zaprojektowania starterów do reakcji RT-qPCR przy użyciu narzędzia Primer3Plus. Region 

QTL opisany przez Cobo i in. (2019) obejmuje cztery kopie genu RECEPTOR-LIKE 

PROTEIN KINASE (RLK) i trzy kopie GLUCAN ENDO-1,3-BETA-GLUCOSIDASES (Glu), 

a także po jednej kopii SORTING NEXIN (Snex), SUGAR TRANSPORTER (STr) i 

TRANSCRIPTION FACTOR CARRYING THE WRKY DOMAIN (WRKY). Spośród 

wszystkich wymienionych genów kandydujących tylko gen STr nie ma innych bliskich 

analogów w referencyjnym genomie pszenicy (IWGSC 2018). W przypadku dwóch genów 

kandydujących, Lr46-Snex i Lr46-WRKY, sekwencje okazały się wystarczająco podobne, aby 

zaprojektować uniwersalne startery do wykrywania każdego transkryptu, w tym homologów na 

innych chromosomach (Tabela 5).  

 

Tabela 4. Charakterystyka genów Lr34/Yr18, Lr67/Yr46 i dziesięciu genów kandydujących dla 

Lr46/Yr29 

Lp. Numer identyfikacyjny Skrót genu Produkt/funkcja genu Lokalizacja genu 

1. TraesCS7D02G080300.1 Lr34 ABC transporter 7D: 47,412,062-47,424,490 

2. TraesCS4D02G243100.1 Lr67 hexose transporter 4D: 405,770,757-405,775,531 

3. TraesCS1B02G453900.1 Lr46-Glu1 
Glucan endo-1,3- β -

glucosidase 
1B: 669,922,599-669,924,501 

4. TraesCS1B02G454200.1 Lr46-Glu2 
Glucan endo-1,3- β -

glucosidase 
1B: 670,142,374-670,144,629 

5. TraesCS1B02G454500.1 Lr46-Glu3 
Glucan endo-1,3- β -

glucosidase 
1B: 670,158,858-670,161,009 

6. TraesCS1B02G454000.2 Lr46-RLK1 RLK (receptor-like kinase) 1B: 670,025,362-670,028,705 

7. TraesCS1B02G454100.1 Lr46-RLK2 RLK (receptor-like kinase) 1B: 670,034,245-670,037,207 

8. TraesCS1B02G454400.1 Lr46-RLK3 RLK (receptor-like kinase) 1B: 670,152,915-670,155,867 

9. TraesCS1B02G454600.1 Lr46-RLK4 RLK (receptor-like kinase) 1B: 670,164,777-670,167,783 

10. TraesCS1B02G454800.2 Lr46-STr Sugar transporter 1B: 670,185,922-670,187,880 

11. TraesCS1B02G453700.1 Lr46-Snex Sorting nexin 1B: 669,895,813-669,902,629 

12. TraesCS1B02G455000.1 Lr46-WRKY WRKY transcription factor 1B: 670,202,181-670,203,493 
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Tabela 5. Charakterystyka sekwencji zaprojektowanych starterów dla genów badanych 

Skrót genu Sekwencja starterów (5’- 3’) 
Długość 

produktu (pz) 

Wydajność  

(%E) 
R2 Tm (°C) 

Lr34 
F GGTAGTAGCAGTTGAAGC 

R CTCTTCTCATTGCATCCC 
110 109,4 0,994 81,0 

Lr67 
F GCCATCTTCATCTTCTTC 

R CTGCTTCCACACCTTGTC 
118 100 1,000 85,0 

Lr46-Glu1 
F GGTGCAGAGCAATGTGAA 

R AGCTGAGAGTTTAGTTGG  
102 84,4 0,999 84,5 

Lr46-Glu2 
F TATCTCTTGTTCCGCCCC 

R CCATCGCATAGTACACAG 
103 84,3 0,998 84,5 

Lr46-Glu3 
F ACTCCAGACGTCATTCCC 

R GAACCGGTCTGTCGGAAAA  
99 93,1 0,999 85,5 

Lr46-RLK1 
F ACGGGAAGGAAGAACAAT 

R ATCCATCATGTCCAACACC  
105 109,4 0,998 79,5 

Lr46-RLK2 
F TGAGATCGTGACGGGAAG 

R CTAGCATCTCCAGTAGTGT  
114 95,3 0,998 83,5 

Lr46-RLK3 
F CAGGGACCTTAAAGCTAAT 

R GGTTTGAGTATGAGTGTG 
109 92,0 0,999 80,5 

Lr46-RLK4 
F TTCAGCTTTGGCGTATTGCAAC 

R ACGGGTCTAGCATCTCCAGT  
101 91,3 0,998 83,0 

Lr46-STr 
F GGCCGTGAACGTGTATAT 

R GTGTCGGTGCCATTTCAG  
107 - - - 

Lr46-Snex 
F CTTTGATAGTTCTGTTTCGC 

R TTTGTTTTGGCAAGTGGG  
103 92,1 1,000 81,5 

Lr46-WRKY 
F TTTCTTCGCCTCTTTTGAC 

R GTGGAACCAATTCTCGTA  
120 94,2 0,999 82,5 

  

6.2.3.4. Reakcja RT-qPCR 
 

 Analizy RT-qPCR przeprowadzono przy użyciu odczynnika iTaq Universal SYBR 

Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, USA) i termocyklera CFX96 Touch Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad, Hercules, USA). Każdy z przeprowadzonych eksperymentów RT-

qPCR składał się z trzech powtórzeń biologicznych i trzech powtórzeń technicznych, których 

wyniki zostały uśrednione. Dodatkowo, dla każdego badanego genu przeprowadzono również 

kontrolę negatywną bez matrycy cDNA – NTC (ang. No Template Control), każdorazowo w 

trzech powtórzeniach technicznych, podobnie jak dla genów badanych. Skład mieszaniny 

reakcyjnej RT-qPCR był następujący: iTaq supermix - 5 μL, startery „forward” i „reverse” (10 

μM) - 0,5 μL każdy (Tabela 5), 3 μL wody wolnej od nukleaz i matryca cDNA -1 μL. Zgodnie 
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z zaleceniami MIQE dotyczącymi prawidłowości analiz PCR w czasie rzeczywistym, 

zastosowano trzy powtórzenia biologiczne dla każdego typu genu, w każdym punkcie 

czasowym dla danej odmiany lub formy mieszańcowej pszenicy i przygotowano trzy 

powtórzenia techniczne dla każdego z nich (Bustin i in., 2009). W reakcjach RT-qPCR 

zastosowano następujący profil temperaturowy: denaturacja wstępna przez 3 minuty w 

temperaturze 95 °C; następnie 40 cykli: denaturacja przez 10 sekund w temperaturze 95 °C, 

przyłączanie starterów przez 30 sekund w temperaturze 53,5°C, Etap topnienia (krzywa 

topnienia): zakres temperatur od 65°C do 90°C; co 5 sekund temperaturę zwiększano o 0,5°C. 

Analiza ekspresji dla tego eksperymentu przeprowadzono przy użyciu oprogramowania Bio-

Rad CFX Maestro i narzędzia GeneStudy (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA), 

uzyskując wartości znormalizowanej ekspresji genów.  

 

6.2.3.5. Przygotowanie amplikonów do sekwencjonowania 

Sangera 
  

 W celu potwierdzenia specyficzności zastosowanych starterów oraz amplifikacji 

właściwego fragmentu DNA przeprowadzono sekwencjonowanie Sangera amplikonów dla 

wszystkich badanych genów. Dodatkowym atutem tego podejścia była możliwość 

scharakteryzowania potencjalnych polimorfizmów sekwencji między genotypem odpornym 

(odmiana Glenlea) a genotypem podatnym (odmiana Artigas*). Większość amplikonów do 

sekwencjonowania amplifikowano z cDNA. Jednak Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i Lr46-RLK4 były 

wyjątkami, które wynikały z uzyskania niskiej ilości i/lub jakości produktów PCR przy użyciu 

cDNA. W tych przypadkach użyto genomowego DNA, wyizolowanego z liści przy użyciu 

GeneMATRIX Plant and Fungi DNA Purification Kit (EURx Ltd, Gdańsk, Polska), zgodnie z 

protokołem dostarczonym przez producenta. W celu potwierdzenia zgodności sekwencji 

analizowanych genów kandydujących w locus Lr46/Yr29 przeprowadzono reakcje PCR dla 

odpowiednich par starterów. Do przygotowania reakcji PCR wykorzystano odczynniki GoTaq 

G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, USA. Zastosowano następujący profil 

temperaturowy amplifikacji: początkowa denaturacja przez 2 minuty w 94°C; następnie 35 

cykli: denaturacja przez 1 minutę w 95°C, przyłączanie starterów przez 30 sekund w 53,5°C, 

wydłużenie nici przez 30 sekund w 72°C, wydłużenie przez 30 sekund w 72°C; końcowe 

wydłużenie nici przez 5 minut w 72°C i schłodzenie prób do 4°C. Oczyszczanie amplikonów 

przeprowadzono przy użyciu zestawu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc., Hilden, 

Niemcy), zgodnie z protokołem dostarczonym przez producenta. Po oczyszczeniu próbki 
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zawieszono w buforze elucyjnym w objętości 30 µL. Oczyszczone amplikony 

sekwencjonowano metodą Sangera przy użyciu zestawu BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems) i kapilarnego analizatora DNA 3730xl (Applied 

Biosystems) w ramach usługi firmy Genomed (Warszawa, Polska). Uzyskane sekwencje 

amplikonów zostały przeanalizowane przy użyciu oprogramowania Geneious v8.1 (Kearse i 

in., 2012) i przyrównane do genomu referencyjnego pszenicy odmiany Chinese Spring 

(IWGSC RefSeq v1.0).  

 

6.2.4. Analiza ekspresji cząsteczek miRNA, komplementarnych do 

sekwencji analizowanych genów (ddPCR)  
 

6.2.4.1. Zaprojektowanie starterów i analiza ekspresji cząsteczek 

miRNA (ddPCR) 
 

 W prezentowanej rozprawie doktorskiej analizowano ekspresję miRNA związanych 

z genem Lr34 oraz genami kandydującymi dla locus Lr46. W przypadku genu Lr34 

zaprojektowano startery dla  trzech komplementarnych miRNA: tae-miR9653b, tae-miR9773, 

tae-miR9677b. W przypadku genów kandydujących analizie poddano ekspresję czterech 

miRNA: trzech związanych z genem kandydującym Lr46-Glu2 (tae-miR5384-3p, tae-

miR9780, tae-miR9775), tae-miR9780 komplementarnego również do Lr46-RLK2 oraz tae-

miR164 komplementarnego do Lr46-RLK3. Dostępne bazy danych dla pszenicy zwyczajnej i 

dane literaturowe nie wykazały cząsteczek miRNA komplementarnych do genu Lr67. 

Sekwencje kodujące genów badanych, docelowych dla miRNA, pobrano z bazy danych 

Ensembl Plants i przeanalizowano w internetowej bazie danych psRNATarget. Sekwencje 

analizowanych cząsteczek miRNA znaleziono w bazie danych miRBase i pobrano w formacie 

FASTA. Startery do odwrotnej transkrypcji miRNA i reakcji ddPCR zaprojektowano przy 

użyciu strony internetowej Integrated DNA Technologies, zgodnie z protokołami 

opracowanymi przez zespół Forero (2019) wraz ze współpracownikami oraz Kramer’a (2011) 

(Forero i in., 2019; Kramer, 2011). Zaprojektowane startery zostały przedstawione w Tabeli 6 

oraz Tabeli 7. 
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Tabela 6. Charakterystyka badanych cząsteczek miRNA oraz sekwencje zaprojektowanych starterów do reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) 

Gen Nazwa miRNA Sekwencje starterów (5’- 3’) Sekwencja struktury spinki do włosów (stem loop) 
Sekwencja dojrzałego 

miRNA 

Lr34 

 tae-miR9653b 

GTCGTATCCAGTGCAGGGT

CCGAGGTATTCGCACTGGA

TACGACAGCCTC 

CCACGGCCAUGGCCAAGGUCUCUUGAGGCUUGGCCUUGAAGACUUUG

GCCAUGUCCAUGG 

UGGCCAAGGUCUC

UUGAGGCU  

 tae-miR9773 

GTCGTATCCAGTGCAGGGT

CCGAGGTATCCGCACTGGA

TACGACTTCACA 

UUGUUGUUCAGAAAUAGGAAAGCAGAAUGAAAUCCAGUCUUAGUCAAA

UAUUUCAUAUCUCUUCUUAUCCAUUUAAACAUAUGGAUUUAGAGUAGA

GCAUAUGGAUCAAUCUAUUUAUAAUUAUAAGAAUCGAAUGUGUUUGU

UUUUAUGUUAUUUUGUGAAGAA 

UUUGUUUUUAUGUU

AUUUUGUGAA 

 tae-miR9677b 

GTCGTATCCAGTGCAGGGT

CCGAGGTATCCGCACTGGA

TACGACGGCCAC 

UGCUGGGCAUCAGGGCGGGGAACAGGUGGCCAUGCUCGUCUCCUACU

CUACCAACGGCCACGCCAUGGUCGCGGGGGAGACGUGGCUGUUGGUAG

AGUGGAAGAGAAGCGAGGCCGCCUUUGAUGGUGAGCACCGCGCA 

CAGGGCGGGGAAC

AGGUGGCC 

Lr46-Glu2  tae-miR5384-3p 

GTCGTATCCAGTGCAGGGT

CCGAGGTATTCGCACTGGA

TACGACCATTCG 

UGCCGACCCCUUCGCCGGUCGCGCGUUCCCCUUGCGGUGAGCGCGCCG

CCGUCGAAUGGAUCGGUG 

UGAGCGCGCCGCC

GUCGAAUG 

Lr46-RLK3 tae-miR164 

GTCGTATCCAGTGCAGGGT

CCGAGGTATTCGCACTGGA

TAGGACTGCACG 

GGUGGAGAAGCAGGGCACGUGCAUCCAUUUCCAGCUCGGCAUUCCCG

GCGUCCGGCCGGCCGGCUGCCGCGGCCUUGCCUGGCUGGGUAGUGCGU

CGCUCGAUCCGGCCGUGCGCCGGCGGCCGGCCCUUGCAUGCAUGUGCCU

UUCUUCUCCACC 

UGGAGAAGCAGGG

CACGUGCA 

Lr46-Glu2 i 

Lr46-RLK2 
tae-miR9780 

GTCGTATCCAGTGCAGGGT

CCGAGGTATTCGCACTGGA

TACGACGCCGCG- 

CGCCGUGGUGGCCGAGGAUGCAAGGCGUGGGGGAGCUGGCCAAGGCGU

GCACCACCAUCAUCUGGAUCGGGUCGGCGCUGCACGCGGCG 

CGGGUCGGCGCUG

CACGCGGC 

Lr46-Glu2 tae-miR9775 

GTCGTATCCAGTGCAGGGT

CCGAGGTATTCGCACTGGA

TACGACTAGCAA 

CAUCAUAUUAUGUGCGCAAUAAGAUUUUGCUAUGCUUUCACCGUUGA

UUCAACCAAUUGACAUCAAUGUUGAUAAAGGCAUGGAAAAAUCUUAUU

GUAUACAUGAUAUGGUG 

UGUGCGCAAUAAG

AUUUUGCUA 

Gen 

referencyjny 

Scrabled short RNA 

(SCR) 

AUAGGCCAUAAGGAGUCU

CGGUACGUCUUGUAUG 
 –  – 

SCR-Forward RT 
ATAGGCCATAAGGAGTCTC

GGTACGTCT 

– – 
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Tabela 7. Sekwencje starterów zaprojektowanych do analizy ekspresji miRNA metodą ddPCR 

Gen Starter Sekwencja startera (5’- 3’)  

Lr34 

tae-miR9653b F  ACGCAGTGGCCAAGGTCTCTT 

tae-miR9773 F GGCGCGGTTTGTTTTTATGTTATTT 

tae-miR9677b F ACTCATCAGGGCGGGGAACAG 

Lr46-RLK3 tae-miR164 F AGTCAGTGGAGAAGCAGGGCA 

Lr46-Glu2 i 

Lr46-RLK2 
tae-miR9780 F ATATTACGGGTCGGCGCTGCA 

Lr46-Glu2 tae-miR5384-3p F ATAGTATGAGCGCGCCGCCGT 

Lr46-Glu2 tae-miR9775 F GCCGCCTGTGCGCAATAAGATT 

 –  Uniwersalny R CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA 

 

6.2.4.2. Izolacja miRNA pszenicy i reakcja odwrotnej 

transkrypcji (synteza cDNA) 
 

 Tkankę liściową do izolacji miRNA pobierano analogicznie do protokołu izolacji 

RNA. Do izolacji miRNA wykorzystano zestaw do izolacji mirVana miRNA Isolation Kit 

firmy ThermoFisher Scientific oraz mieszaninę fenol:chloroform. Izolacja miRNA została 

przeprowadzona zgodnie z protokołem dołączonym przez producenta. Otrzymane próbki były 

przechowywane w w kriozamrażarce (-80°C) w celu uniknięcia możliwej degradacji. Frakcja 

miRNA została następnie poddana reakcji odwrotnej transkrypcji przy użyciu SuperScript IV 

Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), z użyciem specyficznych, 

zaprojektowanych starterów (Tabela 6) według protokołu opracowanego przez Varkonyu-

Gasic (2007) wraz ze współpracownikami (Varkonyi-Gasic i in., 2007): inkubacja w 16°C 

przez 30 minut; 60 cykli w 30°C przez 30 sekund, 42°C przez 30 sekund i 50°C przez 1 sekundę; 

inkubacja w 85°C przez 5 minut. 

 

  6.2.4.3. Reakcja ddPCR  
 

 W celu ilościowego określenia liczby cząsteczek miRNA w próbkach roślinnych 

użyto mieszaniny ddPCR składającej się z 10 µL ddPCR SuperMix Eva Green, starterów (200 

nM), matrycy (odwrotnie transkrybowanego, wydłużonego miRNA) i wody wolnej od RNaz. 

Mieszanina reakcyjna o objętości 20 µL została użyta do wygenerowania kropel reakcyjnych 

w 8-dołkowej kasecie przy użyciu generatora kropel QX100 (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, USA). Krople zostały ostrożnie przeniesione do 96-dołkowej płytki ddPCR i 
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uszczelnione termicznie za pomocą plastikowych osłon z folią termiczną (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, USA). Następnie przeprowadzono amplifikację w termocyklerze 

T100 PCR (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) w następujących warunkach 

temperaturowych: denaturacja w 95°C przez 5 minut, a następnie 40 cykli z trzystopniowym 

profilem termicznym denaturacji w 95°C przez 30 sekund, przyłączanie starterów w 58°C przez 

30 sekund i elongacja nici w 72°C przez 45 sekund. Następnie produkty utrzymywano w 

temperaturze 72°C przez 2 minuty w celu końcowej elongacji powstałej nici. Po amplifikacji 

otrzymane produkty PCR schładzano do 4°C przez 5 minut, a następnie ogrzewano do 90°C 

przez 5 minut i ponownie doprowadzano do 12°C. Otrzymane produkty PCR analizowano 

ilościowo w czytniku kropel QX100 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA). Analizę 

danych przeprowadzono przy użyciu oprogramowania QuantaSoft w wersji 1.7 (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, USA). Krople dodatnie, zawierające produkty amplifikacji 

odróżniono od kropki ujemnych, ustawiając próg amplitudy fluorescencji na najniższą wartość 

dodatniego klastra kropel. Jako kontrolę negatywną zastosowano cząsteczki tRNA z drożdży  - 

tRNA-Thr (TGT),  

 

6.2.5. Analiza statystyczna 
 

 Test Kołmogorowa-Smirnowa został wykorzystany do oceny hipotezy zerowej, czy 

zestaw znormalizowanych wartości ekspresji dla określonego genu i odmian pochodzi z 

rozkładu normalnego. Do oceny równości wariancji zastosowano test Levene'a w wariancie 

Browna-Forsythe'a oraz test Bartletta. W celu porównania średnich wykonano dwustronny test 

t-Studenta. Dla porównania średnich ekspresji w każdym badanym punkcie czasowym po 

inokulacji do ekspresji przed inokulacją wykonano kontrasty elementarne, przeprowadzone dla 

każdej odmiany niezależnie. Dodatkowo, przeprowadzono dwukierunkowe analizy wariancji 

(ANOVA) w celu określenia głównego wpływu odmiany i punktu czasowego, a także interakcji 

odmiany × punktu czasowego na zmienność poszczególnych profili ekspresji analizowanych 

genów. Ekspresję analizowanych genów badanych i kandydujących przedstawiono w postaci 

map cieplnych. Testy istotnych różnic Tukey’a (post-hoc czynnikowa jedno- lub 

dwukierunkowa ANOVA, w zależności od wyników ANOVA) przeprowadzono z użyciem 

programu R Studio, wersja v.4.4.0 (R Core Team 2024) przy użyciu pakietu agricolae v.1.3-7 

(de Mendiburu et al. 2019), przy poziomie istotności α = 0,05. Pozostałe analizy zostały 

przeprowadzone przy użyciu pakietu oprogramowania statystycznego GenStat (VSN 

International Genstat for Windows 23rd Edition, 2023), Excel 2021 oraz Python 3.11.7. 
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7. Wyniki 
 

7.1. Identyfikacja markerów molekularnych sprzężonych z 

analizowanymi genami w badanych pokoleniach (P1, P2, P3, P4) 
 

 Zastosowanie markerów molekularnych z powodzeniem pozwoliło na identyfikację 

wybranych genów odporności na Lr w testowanych odmianach i formach mieszańcowych 

pszenicy. Marker csLV34, zakotwiczony w sekwencji genu Lr34, posłużył do weryfikacji 

obecności odpowiednich alleli (Tabela 8). Zgodnie z danymi literaturowymi, marker STS 

csLV34 jest wysoce wiarygodnym dla identyfikacji Lr34 (Lagudah i in., 2009). W przypadku 

obecności Lr34 uzyskano produkt o długości 150 pz. O braku genu Lr34 informuje uzyskany 

produkt o długości 229 pz. Marker został zidentyfikowany we wszystkich badanych odmianach 

odpornych pszenicy, pochodzących z Banku Genów (P1, P2). W czterech analizowanych 

formach mieszańcowych uzyskano układ heterozygotyczny, jedynie w przypadku odmiany 

Harenda × Glenlea uzyskano homozygotę (+) (Tabela 7). W przypadku braku Lr34 otrzymano 

by produkt PCR o długości 229 pz (-). Dzięki dalszym krzyżowaniom uzyskano formy 

mieszańcowe pokoleń F2 i BC1F1, które również poddano selekcji z wykorzystaniem 

powyższych markerów molekularnych (Tabela 9). W tych pokoleniach, wykorzystanie markera 

csLV34 pozwoliło na identyfikację 46% form heterozygotycznych (H) genu Lr34 oraz 6% form 

homozygotycznych (+). 

 Marker csLV46G22 powiązany z locus Lr46/Yr29 (E. Lagudah, dane 

nieopublikowane) został zidentyfikowany we wszystkich badanych odmianach odpornych 

pszenicy, pochodzących z Banku Genów (Bobrowska i in., 2022) oraz we wszystkich formach 

mieszańcowych pszenicy uzyskanych pokoleń (Tabela 8, Tabela 9).   

 Molekularne markery flankujące SSR, cfd23 (Hiebert i in., 2010) i cfd71 (Hiebert i 

in., 2010), zostały wykorzystane w celu potwierdzenia obecności genu Lr67 (Tabela 8). W 

przypadku cfd23 uzyskano produkt amplifikacji o długości 211 pz, natomiast w przypadku 

cfd71 produkt o długości 214 pz. W przypadku wykorzystania markera cfd23 obecność allelu 

warunkującego odporność Lr67 została potwierdzona u 55% form mieszańcowych pokoleń F2 

i BC1F1 (+), natomiast marker cfd71 pozwolił na identyfikację genu u 62%. Amplikony obu 

markerów flankujących (cfd23 i cfd71) zidentyfikowano u 35% form mieszańcowych pokoleń 

F2 i BC1F1 (+). Uzyskanie powyższych wyników pozwoliło na wstępną charakterystykę 

genotypów i selekcję uzyskanych form mieszańcowych do dalszych doświadczeń, 

obejmujących analizę ekspresji wspomnianych genów odporności i genu kandydującego.  
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Tabela 8. Identyfikacja markerów molekularnych csLV34, csLV46G22, cfd23 i cfd71 w badanych 

formach mieszańcowych pszenicy zwyczajnej pokolenia F1 

Lp. 
Forma 

mieszańcowa 

Lr34 

(csLV34) 

Lr46 

(csLV46G22) 
Lr67 (cfd23) Lr67 (cfd71) 

1. Harenda  Glenlea + + + + 

2. Jutrzenka  Glenlea H + + + 

3. Aura  Glenlea H + + + 

4. Itaka  Glenlea H + + + 

5. Merkawa  Glenlea H + + + 

*H – heterozygota 

 

Tabela 9.  Identyfikacja markerów molekularnych związanych z badanymi genami odporności u form 

mieszańcowych pszenicy z pokoleń F2 i BC1F1. 

Lp. 
Nazwa 

rośliny 

Spółka 

hodowlana 

Forma mieszańcowa 

BC1F1/F2 

Lr34 

(csLV34) 

Lr46 

(csLV46G22) 

Lr67 

(cfd23) 

Lr67 

(cfd71) 

1. HxG 1 I 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda H + + - 

2. HxG 1 II 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda - + - - 

3. HxG 1 III 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda H + - + 

4. HxG 1 IV 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda H + - - 

5. HxG 2 I 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda - + - - 

6. HxG 2 II 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda - + - + 

7. HxG 2 III 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda H + - + 

8. HxG 2 IV 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda - + - - 

9. HxG 3 I 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda - + - - 

10. HxG 3 II 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda H + - - 

11. HxG 3 III 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda - + + - 

12. HxG 3 IV 
Małopolska 

HR 
(Harenda × Glenlea) × Harenda H + - + 

13. JxG 1 I 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka 
H + + - 

14. JxG 1 II 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
H + + - 

15. JxG 1 III 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
H + + - 

16. JxG 2 I 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
- + - - 

17. JxG 2 II 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
- + - - 

18. JxG 2 III 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
- + - - 

19. JxG 3 I 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
- + - - 
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20. JxG 3 II 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
H + + + 

21. JxG 3 III 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
- + - - 

22. JxG 3 IV 
Małopolska 

HR 

(Jutrzenka × Glenlea) × 

Jutrzenka  
H + + - 

23. 17 I Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura - + + + 

24. 17 II Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

25. 17 III Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

26. 17 IV Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + + + 

27. 17 V Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

28. 18 I Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + + + 

29. 18 II Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

30. 18 III Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

31. 18 IV Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

32. 21 I Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

33. 21 II Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

34. 21 III Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

35. 21 IV Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + + + 

36. 21 V Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

37. 22 I Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + + + 

38. 22 II Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + + + 

39. 22 III Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + - + 

40. 22 IV Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

41. 22 V Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + - + 

42. 24 I Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

43. 24 II Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

44. 24 III Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

45. 24 IV Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + - + 

46. 24 V Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

47. 25 I Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

48. 25 II Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

49. 25 III Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + - + 

50. 25 IV Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  - + - + 

51. 25 V Strzelce HR (Aura × Glenlea) × Aura  H + + + 

52. D1 I Danko HR Itaka × Glenlea + + + - 

53. D1 II Danko HR Itaka × Glenlea + + + - 

54. D1 III Danko HR Itaka × Glenlea + + - + 

55. D1 IV Danko HR Itaka × Glenlea H + + - 

56. D1 V Danko HR Itaka × Glenlea - + + + 

57. D2 I Danko HR Itaka × Glenlea H + + + 

58. D2 II Danko HR Itaka × Glenlea + + - - 

59. D2 III Danko HR Itaka × Glenlea - + + - 

60. D2 IV Danko HR Itaka × Glenlea H + + - 

61. D2 V Danko HR Itaka × Glenlea + + + - 



39 
 

62. D3 I Danko HR Itaka × Glenlea + + + + 

63. D3 II Danko HR Itaka × Glenlea - + + - 

64. D3 III Danko HR Itaka × Glenlea - + + - 

65. D3 IV Danko HR Itaka × Glenlea - + + - 

66. D3 V Danko HR Itaka ×Glenlea H + + + 

67. MxG I Smolice HR Merkawa × Glenlea H + - + 

68. MxG II Smolice HR Merkawa × Glenlea H + + + 

69. MxG III Smolice HR Merkawa × Glenlea - + + + 

70. MxG IV Smolice HR Merkawa × Glenlea H + + + 

71. MxG V Smolice HR Merkawa × Glenlea H + + + 

*H – heterozygota 

 

Selekcja przeprowadzona z wykorzystaniem powyższych markerów molekularnych 

była niezbędna w wyborze roślin poddanych inokulacji zarodnikami Pt oraz dalszym analizom 

molekularnym; wybrane rośliny zostały wyróżnione kolorem szarym (Tabela 9). 

 

7.2. Wybór formy donorowej pszenicy  
 

 Identyfikacja markerów molekularnych sprzężonych z genami Lr34, Lr46 oraz Lr67 

wraz z analizą ich ekspresji pozwoliła na wybranie odmiany Glenlea jako formy donorowej 

alleli warunkujących odporność badanych genów (P2 i P3). Podczas krzyżowań 

wykonywanych w kolejnych latach prowadzenia doświadczeń, geny te były wprowadzane do 

odmian jarych pszenicy (formy akceptorowe). Formy akceptorowe pochodzą z polskich spółek 

hodowlanych i zostały przedstawione na Rycinie 2. 

 

7.3. Wyniki sekwencjonowania metodą Sangera  
 

 Przeprowadzono sekwencjonowanie Sangera w celu weryfikacji skuteczności 

zaprojektowanych starterów oraz weryfikacji występowania potencjalnego polimorfizmu. 

Analiza pozwoliła na potwierdzenie, że sekwencje amplikonów są komplementarne zarówno 

do genu Lr34 jak i Lr67 (Tabela 10). Sekwencja amplikonu Lr34 (TraesCS7D02G080300.1)  

jest komplementarna do referencyjnej sekwencji locus Lr34 (Rycina 4), obejmującej eksony 7 

i 8. Otrzymany produkt był identyczny z sekwencją referencyjną z kilkoma 

heterozygotycznymi pozycjami nukleotydów. Alternatywne nukleotydy występują w 

heterozygotycznych pozycjach, które odpowiadają homologom zlokalizowanym na 

chromosomach 4A i 7A. W przypadku genu Lr67 (TraesCS4D02G243100.1), produkt PCR 

został dopasowany do regionu zlokalizowanego w 1350-1467 pz na referencyjnej sekwencji 
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locus Lr67 (Rycina 4), w 3 eksonie. Zidentyfikowano jeden heterozygotyczny nukleotyd 

(25C/G), odpowiadający homologom obecnym w chromosomach 4A i 4B. Sekwencje obu 

produktów PCR przedstawiono w Tabeli uzupełniającej S2 (P2). Lokalizację genów Lr34 i 

Lr67 przedstawia Rycina 4. 

 Geny RLK i Glu występują w setkach kopii w całym genomie pszenicy. Ponadto, 

bardzo podobne układy genów znajdują się w dwóch chromosomach 1A i 1D (Rycina 3), w 

tym samym regionie co w chromosomie 1B. Analiza podobieństwa sekwencji amplikonu Lr46-

Glu3 po sekwencjonowaniu Sangera również ujawniła obecność genów homologicznych na 

chromosomach 2A, 2B i 2D (Rycina 3). Wyniki sekwencjonowania otrzymanych aplikonów 

przedstawiono poniżej w tabeli (Tabela 10). Dzięki sekwencjonowaniu metodą Sangera udało 

się uzyskać sekwencje dla większości docelowych amplikonów i tym samym potwierdzić 

specyficzność i skuteczność zaprojektowanych starterów. Pełne sekwencje uzyskanych 

amplikonów, lokalizację i charakterystykę genów kandydujących dla genu Lr46/Yr29 można 

znaleźć w Materiałach uzupełniających (P3). 

  

Tabela 10. Charakterystyka sekwencji amplikonów Lr34, Lr67 i genów kandydujących dla Lr46/Yr29, 

uzyskanych za pomocą sekwencjonowania Sangera 

Skrót genu Nazwa ID genu 

Długość 

amplikonu 

(pz) 

Długość 

genu 

(pz) 

Region 

amplikonu 

(pz) 

Symbol w bazie 

NCBI 

Symbol w bazie 

UniProt  

Lr34 TraesCS7D02G080300.1 110 3875 1544 – 1655 LOC123169079 A0A3B6I036 

Lr67 TraesCS4D02G243100.1 118 2077 1350 – 1467 LOC123098224 A0A0S1LH59 

Lr46-Glu1 TraesCS1B02G453900.1 102 1722 308 – 410  LOC123100246 A0A3B5Z521 

Lr46-Glu2 TraesCS1B02G454200.1 103 2529 677 – 779 LOC123148549 A0A3B5Z537 

Lr46-Glu3 TraesCS1B02G454500.1 99 1968 635 – 733 LOC123100285 A0A3B5Z6G2 

Lr46-RLK1 TraesCS1B02G454000.2 105 - - - - 

Lr46-RLK2 TraesCS1B02G454100.1 114 2526 1935 – 2047 LOC123148523 A0A3B5Z656 

Lr46-RLK3 TraesCS1B02G454400.1 109 2217 1419 – 1527 LOC123100274 A0A3B5Z530 

Lr46-RLK4 TraesCS1B02G454600.1 101 2514 1959 – 2041 LOC123148523 A0A3B5Z5H2 

Lr46-Snex TraesCS1B02G453700.1 103 3742 278 – 380 LOC123148452 A0A3B5Z651 

Lr46-WRKY TraesCS1D02G431600.1 118 1226 906 – 1024 LOC123100317 A0A3B6A1Y2 
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 W przypadku pierwszego genu kandydującego, Lr46-Glu1, amplifikowano 

sekwencję TraesCS1B02G453900.1, ale z polimorfizmem pojedynczego nukleotydu (G) w 

pozycji 40 w porównaniu z sekwencją TraesCS1A02G422500.1 (Rycina 3). W przypadku 

odmiany Glenlea zaobserwowano C + G w pozycji 40, uzyskując zasadniczo podobny poziom 

amplifikacji TraesCS1B02G453900.1 i TraesCS1A02G422500.1 (Rycina 3). Gen Lr46-Glu2 

w odmianie Artigas* amplifikował fragment sekwencji TraesCS1A02G422900.1 (nukleotyd A 

w pozycji 38) i TraesCS1B02G454200.1 (nukleotyd G w pozycji 38). W odmianie Glenlea 

amplifikowano dokładną sekwencję homologiczną TraesCS1A02G422900.1. W przypadku 

Lr46-RLK1 nie było możliwe uzyskanie sekwencji, która pozwoliłaby na prawidłowy odczyt. 

W przypadku geny kandydującego Lr46-RLK3 amplifikowano sekwencję genu 

TraesCS1B02G454400.1, z niewielkim udziałem sekwencji genu homologicznego 

TraesCS1D02G431000.1 (Rycina 3). Ostatnim analizowanym genem kandydującym był Lr46-

WRKY, dla którego uzyskano amplikon (118 pz) pochodzący z fragmentu genu 

TraesCS1D02G431600.1, a więc z homologicznego wobec genu kandydującego 

TraesCS1B02G4550 (Rycina 3). 
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Rycina 3. Lokalizacja 10 genów kandydujących dla Lr46/Yr29 na chromosomie 1B i homologów na 

chromosomach pszenicy 1A, 1D, 2A, 2B i 2D. Geny kandydujące dla Lr46/Yr29, w tym region 

QYr.ucw-1BL, zostały wyróżnione odpowiednimi kolorami, przedstawionymi w legendzie, zgodnie z 

ich funkcjami biologicznymi lub rodziną genów. Wyróżnione homologi genów kandydujących zostały 

wybrane na podstawie analizy porównawczej amplikonów po sekwencjonowaniu Sangera. „Chr1A” i 

podobne oznaczenia określają nazwę chromosomu pszenicy, a skrót „Mb” odnosi się do długości 

chromosomów (Spychała i in., 2024a).  Mapa genetyczna została skonstruowana przy użyciu narzędzia 

MG2C_v2.1 (Chao i in., 2021). 
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Rycina 4. Lokalizacja genów odporności Lr67/Yr46 (TraesCS4D02G243100.1) i Lr34/Yr18 

(TraesCS7D02G080300.1), odpowiednio na chromosomach 4D i 7D. Kolorem niebieskim wyróżniono 

gen Lr67/Yr46, a kolorem zielonym  - gen Lr34/Yr18. Mapa genetyczna została skonstruowana przy 

użyciu narzędzia MG2C_v2.1 (Chao i in., 2021). 

 

7.4. Analiza ekspresji genów Lr34 i Lr67 u odmian referencyjnych 

oraz komplementarnych miRNA (P2) 
 

 Odpowiedź genu Lr34 na inokulację P. triticina analizowano u czterech odmian 

pszenicy zwyczajnej jarej (NP846, Glenlea, Artigas, Lerma Rojo) i jednej odmiany ozimej 

(TX89D6435) w pięciu punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi) (Rycina 5). Wszystkie 

odmiany z wyjątkiem Glenlea wykazały spadek poziomu ekspresji Lr34 natychmiast po 

inokulacji mieszaniną zarodników (6 hpi). Odmiana Glenlea również zareagowała w ten sam 

sposób, ale z niewielkim opóźnieniem (12 hpi). W tym samym czasie odmiany Artigas i NP486 

zareagowały dalszym spadkiem ekspresji Lr34. Po 24 godzinach nastąpił wzrost ekspresji Lr34 

we wszystkich odmianach z wyjątkiem TX89D6435, osiągając w Glenlea i Lerma Rojo 

poziomy podobne do tych przed inokulacją. Badane odmiany znacząco różniły się ekspresją 

Lr34 w 48 hpi: u Glenlea i Artigas osiągnęła ona maksymalne wartości, podczas gdy u 

pozostałych odmian osiągnęła minimum (TX89D6435 i NP846) lub była bardzo bliska 
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minimum (Lerma Rojo). Zaobserwowane różnice w profilach ekspresji nie wynikały z różnic 

w fenologii roślin (odmiany jare vs. odmiana ozima).  

 

Rycina 5. Wykresy typu „heatmap” przedstawiające profile ekspresji genów Lr34 i Lr67. Analiza 

ekspresji obejmowała referencyjne odmiany pszenicy zwyczajnej (Artigas*, Artigas, Glenlea, Lerma 

Rojo, NP846 i TX89D6435) w pięciu punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi). Kolor czerwony 

oznacza niższą znormalizowaną ekspresję, a kolor niebieski - wyższą. 
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 Należy zauważyć, że gen Lr34 ulega ekspresji na stosunkowo niskim poziomie 

niezależnie od inokulacji, podczas gdy po inokulacji następuje szybki spadek ekspresji  (6 i 12 

hpi). W przypadku dwóch odmian spadek ten był przejściowy. W Glenlea, Lerma Rojo i NP846 

spadek ekspresji był statystycznie istotny (p =0,013-0,048) (P2). Brak istotności statystycznej 

wyników uzyskanych dla Artigas i TX89D6435 wynika z dużej wariancji między 

powtórzeniami biologicznymi.  

 W przypadku odmian Artigas, NP846 i TX89D6435 ekspresja genu Lr67 zmniejszyła 

się natychmiast po inokulacji (6 i 12 hpi) i zaczęła wzrastać po 24 godzinach. W przypadku 

odmiany Lerma Rojo ekspresja genu Lr67 zmniejszyła się po inokulacji, a następnie wahała 

się, podczas gdy w odmianie Glenlea ekspresja Lr67 najpierw wzrosła (6 hpi), a następnie 

spadła, osiągając minimum w 24 hpi, po czym nastąpił kolejny wzrost w 48 hpi. Gen Lr67 w 

odmianach Artigas i Glenlea wykazał podobną reakcję na stres jak gen Lr34, przewyższając w 

co najmniej jednym punkcie czasowym po inokulacji poziom obserwowany u roślin 

kontrolnych. W odmianie Artigas*, niosącej allel Lr67 warunkujący podatność na porażenie 

Pt, zmiany poziomów ekspresji w stosunku do pierwszego terminu nie były statystycznie 

istotne. Sugerowałoby to, że regulowana jest tylko funkcjonalna kopia genu. Oba badane geny 

są transporterami i jako takie mogą mieć znaczący wpływ na fenotyp pod względem poziomu 

akumulacji i wydzielania związków, które transportują. Co ciekawe, geny Lr34 i Lr67 

wykazały podobną odpowiedź na inokulację; korelacja między nimi wyniosła 0,675 i wartość 

ta jest istotna statystycznie (p = 0,0003). 

 

7.5. Analiza ekspresji genów kandydujących dla Lr46/Yr29 u odmian 

referencyjnych i komplementarnych miRNA (P3) 
 

 Analizy RT-qPCR genów kandydujących we wszystkich badanych odmianach 

pszenicy i w różnych punktach czasowych przedstawiono w postaci wykresów typu „heatmap” 

(Rycina 6). Surowe dane uzyskane z analiz ekspresji genów kandydujących dla Lr46/Yr29 

przedstawiono w tabelach i materiałach uzupełniających (P3). W przypadku Lr46-Glu1 

ekspresja różniła się znacznie między analizowanymi odmianami pszenicy, a także pomiędzy 

samymi punktami czasowymi, dlatego nie zaobserwowano wspólnego wzorca ekspresji dla 

tych odmian (Rycina 6). W przypadku genu kandydującego Lr46-Glu2, spadek poziomu 

ekspresji tego genu zaobserwowano natychmiast po inokulacji (6 hpi) dla wszystkich odmian z 

wyjątkiem odmiany Glenlea. W punkcie czasowym 12 hpi zaobserwowano dalszy spadek 

poziomu ekspresji Lr46-Glu2 dla wszystkich odpornych odmian (Rycina 6). Poziom ekspresji 
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Lr46-Glu2 znacznie przekroczył poziom wyjściowy (0 hpi). W 48 hpi poziom ekspresji Lr46-

Glu2 spadł u wszystkich odmian, ale nadal przekraczał poziom wyjściowy u odmian Artigas, 

Glenlea, Lerma Rojo i TX89D6435. W przypadku genu Lr46-Glu3 ekspresja zarówno przed, 

jak i po inokulacji była na bardzo niskim poziomie (Rycina 6). Jedynym wyjątkiem była 

odmiana Glenlea w 24 hpi, u której zaobserwowano znaczny wzrost ekspresji. U genów Lr46-

RLK1 i Lr46-RLK2 zaobserwowano wzrost ekspresji w 6 hpi, krótko po inokulacji, następnie 

spadek i ponowny wzrost w 24 hpi. Najwyższe poziomy ekspresji w 6 hpi i 24 hpi w tym 

przypadku zaobserwowano w odmianie NP846, a wysoką ekspresję w 6 hpi w odmianie 

Glenlea (Rycina 6). W przypadku Lr46-RLK3 najwyższy wzrost ekspresji po inokulacji 

zaobserwowano w 24 hpi w odmianach TX89D6435 i NP946; natomiast w odmianie Glenlea 

w 6 hpi i 24 hpi. Jednakże, ekspresja tego genu była na stosunkowo niskim poziomie (Rycina 

6). Co istotne, podatna odmiana Artigas* konsekwentnie wykazywała niższe poziomy ekspresji 

w porównaniu do odmian odpornych dla różnych analizowanych genów, co wskazuje na jej 

odmienny profil ekspresji genów pod wpływem stresu Pt (Rycina 6). 

 Przeprowadzono dwukierunkową analizę wariancji (ANOVA) i zidentyfikowano 

różnice w indywidualnych profilach ekspresji analizowanych genów dla odmian w określonych 

punktach czasowych (P3). Dodatkowym źródłem zmienności była interakcja odmiana × punkt 

czasowy. Z uwagi na fakt, że każdy gen charakteryzuje się innym bazowym poziomem 

ekspresji, analizę wariancji przeprowadzono dla każdego genu osobno. Odmiany wykazywały 

unikalne wzorce ekspresji genów w odpowiedzi na infekcję powodowaną przez Pt. Na 

przykład, odmiana Glenlea wykazywała szczególnie wysoki poziom ekspresji dla kilku genów 

w 24 hpi, podczas gdy odmiana Lerma Rojo wykazywała stosunkowo niski poziom ekspresji 

w większości analizowanych punktów czasowych (Rycina 6). Warto zauważyć, że Lr46-Glu2 

konsekwentnie wykazywał wysoki poziom ekspresji we wszystkich odmianach i punktach 

czasowych. Analiza genów kandydujących dla Lr46/Yr29 ujawniła znaczący, istotny 

statystycznie wpływ zarówno odmiany, jak i czasu na ekspresję genów w pszenicy (P3). 

 W przypadku genu Lr46-WRKY zaobserwowano najwyższe wartości u Artigas* we 

wszystkich punktach czasowych z wyjątkiem 48 hpi oraz u odmiany Glenlea w 24 hpi (Rycina 

6). Podczas prowadzenia analiz ekspresji genu Lr46-STr uzyskano wiele niespecyficznych 

produktów PCR, co było szczególnie widoczne na krzywej topnienia. W związku z 

powyższym,  zdecydowano się odrzucić z  Lr46-STr z dalszych analiz (P3).  
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Rycina 6. Wykresy typu „heatmap” przedstawiające ekspresję dziewięciu genów kandydujących dla Lr46/Yr29  po inokulacji Pt  (Spychała i in., 2024a).
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 W przypadku kilku analizowanych genów, w tym Lr46-Glu1 i Lr46-Glu2, znaczące 

interakcje między odmianą a czasem podkreśliły dynamiczny charakter ekspresji genów w 

odpowiedzi na czynniki czasowe i zmienność genetyczną. Analiza post-hoc dodatkowo 

wyjaśniła te odkrycia i ujawniła różne wzorce ekspresji wśród odmian pszenicy w różnych 

punktach czasowych (Rycina 6). Odmiany scharakteryzowane jako odporne często 

wykazywały stosunkowo wyższe poziomy ekspresji w porównaniu z podatną odmianą 

kontrolną, podkreślając w ten sposób ich potencjalną rolę w pośredniczeniu w odpowiedzi 

obronnej pszenicy przeciwko Pt.  

 Porównanie profili ekspresji między genami kandydującymi przeprowadzono 

również za pomocą analizy korelacji (Rycina 7). Spośród badanych genów kandydujących 

najwyższą dodatnią korelację zaobserwowano dla profilu ekspresji pomiędzy genami 

kandydującymi: Lr46-Glu2 i Lr46-RLK2 (0,794; p < 0,001) (Rycina 7). Zaobserwowano 

również dodatnią korelację dla genu Lr46-Glu1 pomiędzy genami: Lr46-Glu2, Lr46-RLK1, 

Lr46-RLK2 i Lr46-RLK3, gdzie występowały wysokie korelacje pomiędzy genem Lr46-Glu1 a 

genami: Lr46-Glu2 i Lr46-RLK3 (odpowiednio 0,726 i 0,730; p < 0,001) (Rycina 7). Gen Lr46-

Glu2 wykazywał dodatnie korelacje (p < 0,001) z innymi testowanymi genami kandydującymi, 

z wyjątkiem genów: Lr46-RLK4, Lr46-Snex i Lr46-WRKY, gdzie korelacja była bliska 0 z p > 

0,05 (Ryc. 3). Gen Lr46-Glu3 wykazał dodatnie i statystycznie istotne korelacje z większością 

genów kandydujących z wyjątkiem Lr46-RLK1 i Lr46-RLK2 (odpowiednio 0,108 i 0,093, 

nieistotne statystycznie). Co ciekawe, dla genów: Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i Lr46-RLK3, 

zaobserwowaliśmy ogólną obecność korelacji z genami kandydującymi Glu lub RLK, ale 

ogólny brak korelacji z innymi genami kandydującymi (Rycina 7). Jednak wyraźną tendencję 

zaobserwowano dla genu Lr46-WRKY, gdzie zaobserwowano korelacje tylko z dwoma genami: 

Lr46-Snex i Lr46-RLK4 (odpowiednio 0,703 i 0,702; p < 0,001). Co ciekawe, tendencja ta 

wystąpiła pomiędzy genami Lr46-RLK4, Lr46-Snex i Lr46-WKRY do korelowania ze sobą 

(Rycina 7). Wyjątkiem jest Lr46-Snex, gdzie istnieje wysoka korelacja również między genem 

Lr46-Glu3 (0,735, p < 0,001) (Rycina 7). 
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Rycina 7. Wykresy typu „heatmap” prezentujące wartości współczynników korelacji liniowej Pearson’a 

pomiędzy badanymi genami kandydującymi dla Lr46/Yr29, w oparciu o wartości ich indywidualnych 

profili ekspresji; Poziomy istatności: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (Spychała i in., 2024a). 
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7.6. Analiza ekspresji genów APR i komplementarnych miRNA u 

otrzymanych form mieszańcowych pokolenia F1 (P4) 
 

 Podobnie jak w poprzedniej pracy (P2), geny odporności Lr34 i Lr67 wykazywały 

zróżnicowaną ekspresję w wybranych punktach czasowych. Gen Lr34 wykazywał stosunkowo 

niską ekspresję po inokulacji roślin przez Pt. Jednak w porównaniu z wynikami opisanymi  w 

poprzedniej pracy, podobieństwo w profilu ekspresji Lr34 w formie donorowej Glenlea można 

zaobserwować w badanych formach mieszańcowych F1, gdzie najwyższą ekspresję 

obserwowano w 24 i 48 hpi (Rycina 8). Wyjątkiem była forma mieszańcowa Harenda × 

Glenlea, która wykazywała niską ekspresję genu Lr34 we wszystkich punktach czasowych 

(Rycina 8). W formie mieszańcowej Aura × Glenlea, ekspresja Lr34 wzrasta intensywnie 

natychmiast po inokulacji (6 hpi) i ponownie wzrasta w 24 hpi. W przypadku genu Lr67, jego 

ekspresja przed inokulacją jest na wyjątkowo wysokim poziomie (0 hpi). Wyjątek stanowi 

Jutrzenka × Glenlea, który wykazywał niską, stałą ekspresję genu Lr67 we wszystkich punktach 

czasowych (Rycina 8). U dwóch form mieszańcowych (Harenda × Glenlea i Merkawa × 

Glenlea) poziom ekspresji tego genu nieznacznie spada po inokulacji (6 hpi) i ponownie wzrasta 

w 24 hpi tylko dla formy Merkawa × Glenlea. Niemniej jednak, ekspresja genu Lr67 po 

inokulacji nie osiągnęła wyższych wartości niż przed inokulacją (0 hpi) (Rycina 8). Może to 

sugerować słabą odpowiedź odpornościową na inokulację Pt.  

 Na podstawie otrzymanych wyników w publikacji P3, do dalszych analiz ekspresji 

wyselekcjonowano cztery geny kandydujące: Lr46-Glu2, Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 oraz Lr46-

RLK3. Spośród genów kandydujących, najmniej zróżnicowany profil ekspresji zaobserwowano 

dla genu kandydującego Lr46-Glu2. U czterech form mieszańcowych pszenicy: Jutrzenka × 

Glenlea, Itaka × Glenlea, Harenda × Glenlea i Merkawa × Glenlea, można zaobserwować silny 

wzrost ekspresji Lr46-Glu2 w 24 hpi, (Rycina 8). Poziom ekspresji Lr46-Glu2 znacznie 

przekroczył poziom wyjściowy sprzed inokulacji. W porównaniu z genem kandydującym Lr46-

Glu2, geny Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i Lr46-RLK3 wykazują niską ekspresję w czasie, na 

podobnych poziomach we wszystkich badanych formach mieszańcowych (Rycina 8). W 

przypadku genu Lr46-RLK2 poziomy ekspresji wahają się w czasie u wszystkich form 

badanych, ostatecznie osiągając niższe wartości niż przed inokulacją (Rycina 8). Co ciekawe, 

geny te wykazywały bardzo wysoką ekspresję początkową (0 hpi) u Merkawa × Glenlea (Lr46-

RLK1, Lr46-RLK3) i Jutrzenka × Glenlea (Lr46-RLK1). 

 Analiza wariancji wykazała, że główne zależności między formą mieszańcową i 

punktem czasowym, a także interakcja pomiędzy formą mieszańcową i punktem czasowym 
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były istotne dla profilu ekspresji wszystkich genów badanych (P4). Z uwagi na fakt, że każdy 

gen charakteryzuje się innym bazowym poziomem ekspresji, analizę wariancji przeprowadzono 

dla każdego genu osobno. Podjęto również próbę porównania profili ekspresji między genami 

za pomocą korelacji liniowej Pearsona (Rycina 9). W wyniku analizy korelacji można było 

zaobserwować, że pomiędzy Lr46-RLK1 i Lr46-RLK3 występuje najwyższa korelacja dodatnia 

(0,791, p < 0,001). W przeciwieństwie do powyższego, nie ma prawie żadnej korelacji między 

Lr34 i Lr67 (0,018) (Rycina 9). Dwukierunkowa analiza wariancji (ANOVA) wskazuje, że 

główny wpływ form mieszańcowych był istotny dla Lr34, Lr46-Glu2, Lr46-RLK1, Lr46-RLK3 

i Lr67. Główny wpływ punktów czasowych był istotny dla ekspresji wszystkich genów z 

wyjątkiem Lr34. Główny efekt interakcji forma mieszańcowa × punkt czasowy był istotny 

statystycznie dla ekspresji trzech genów: Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i Lr46-RLK3 (P4). 

 Zgodnie z bazą danych, tae-miR9780 jest komplementarny do dwóch genów 

kandydujących, Lr46-Glu2 (TraesCS1B02G454200.1) i Lr46-RLK2 

(TraesCS1B02G454100.1). W stosunku do genu Lr46-Glu2, tae-miR9775 jest również 

komplementarny. Niestety, ekspresja tae-miR9775 była na bardzo niskim poziomie i nie 

pozwoliła na wiarygodną interpretację. Ekspresja tae-miR9780 w większości badanych form 

mieszańcowych pszenicy była na stałym poziomie, zarówno przed, jak i po inokulacji. 

Analizując komplementarną do tego genu cząsteczkę tae-miR5384-3p, stwierdzono, że jego 

poziom ekspresji po inokulacji u czterech form wahał się, ostatecznie przyjmując wartości 

niższe lub równe wartościom początkowym przed inokulacją. Spośród wszystkich 

analizowanych mieszańców tylko Aura × Glenlea wykazała znaczący wzrost ekspresji tae-

miR5384-3p w 48 hpi, w porównaniu do poziomu sprzed inokulacji. W przypadku pozostałych 

form pszenicy odnotowano niższą liczbę kopii tego miRNA w 48 hpi niż przed inokulacją Pt 

(P4). W każdej formie hybrydowej (z wyjątkiem Harenda × Glenlea) zaobserwowano 

najwyższą ekspresję tea-miR9780 w 48 hpi. Natomiast tae-miR164, który jest komplementarny 

do genu kandydującego Lr46-RLK3 (TraesCS1B02G454400.1) wykazywał zróżnicowaną 

ekspresję przed i po inokulacji. W przypadku dwóch form mieszańcowych: Jutrzenka × Glenlea 

i Aura × Glenlea, zaobserwowano znaczący wzrost ekspresji tae-miR164, w stosunku do 

wartości przed inokulacją. W przypadku pozostałych form ekspresja tae-miR164 wahała się, 

ostatecznie osiągając niższą wartość niż przed inokulacją (P4). W przypadku tego genu 

kandydującego nie stwierdzono również istotnych korelacji między jego ekspresją a ekspresją 

tae-miR164 (P4). 
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Rycina 8. Wykresy typu „heatmap” przedstawiające ekspresję genów Lr34, Lr67 i czterech 

wyselekcjonowanych genów kandydujących dla Lr46/Yr29 w tkankach liści pod wpływem infekcji Pt.  

Analiza ekspresji obejmowała formy mieszańcowe pokolenia F1 (Harenda × Glenlea, Jutrzenka × 

Glenlea, Aura × Glenlea, Itaka × Glenlea, Merkawa × Glenlea) w pięciu punktach czasowych (0, 6, 12, 

24 i 48 hpi). Kolor czerwony oznacza niższą znormalizowaną ekspresję, a niebieski oznacza wyższą 

znormalizowaną ekspresję.  
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Rycina 9. Wykres typu „heatmap” prezentujący wartości współczynników korelacji liniowej Pearsona 

między obserwowanymi genami Lr34, Lr67 i wybranymi genami kandydującymi dla Lr46/Yr29 na 

podstawie wartości ich indywidualnych profili ekspresji. Poziomy istotności: * p < 0,05, ** p < 0,01, 

*** p < 0,001 (Spychała i in., 2024b). 
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7.7. Analiza ekspresji genów u form mieszańcowych pszenicy pokoleń 

BC1F1 i F2 
 

 Wyniki ekspresji czterech genów kandydujących dla Lr46, prezentowanych w 

Publikacji 4, pozwoliły na wyselekcjonowanie Lr46-Glu2 jako genu o najwyższej 

ekspresji po inokulacji Pt. Dlatego też, analiza ekspresji genów u form mieszańcowych 

pszenicy pokoleń BC1F1 i F2 obejmowała trzy geny badane: Lr34, Lr46-Glu2 i Lr67 

(Rycina 10). W przypadku genu Lr34, podobnie jak w poprzednich latach, 

charakteryzował się niską ekspresją we wszystkich punktach czasowych. Jednakże, można 

zaobserwować wzrost ekspresji u większości badanych form mieszańcowych, oprócz: 

(Harenda × Glenlea) × Harenda, (Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka, które wykazały niską 

ekspresję we wszystkich punktach czasowych. Co ciekawe, u  (Aura × Glenlea) × Aura 

można zaobserwować początkowy wysoki poziom ekspresji w punkcie 0 hpi. Następnie 

poziom ekspresji waha się, jednak nie osiągając poziomu wyższego niż przed inokulacją 

patogenem (Rycina 10). Co ciekawe, gen u obu form pokolenia F2, czyli Merkawa × 

Glenlea oraz Itaka × Glenlea, zareagował bardzo podobnie, osiągając zbliżone wartości 

ekspresji (Rycina 10).  

 Wyniki uzyskane w Publikacjach 3 i 4, zadecydowały o wyborze genu kandydującego 

Lr46-Glu2 do dalszych badań, obejmujących pokolenia F2 i BCF1. Gen kandydujący 

Lr46-Glu2 wykazał najwyższą ekspresję u dwóch form pokolenia F2, czyli Merkawa × 

Glenlea oraz Itaka × Glenlea, osiągając najwyższe wartości w 6 hpi (Rycina 10). W 

kolejnych punktach czasowych nastąpił spadek ekspresji, ale w przypadku formy 

mieszańcowej Itaka × Glenlea zaobserwowano ponowny wzrost poziomu ekspresji  Lr46-

Glu2 w 48 hpi (Rycina 10). Podobny wzorzec ekspresji tego genu kandydującego 

zaobserwowano w poprzednich latach doświadczeń: u odmiany Glenlea (Rycina 6) oraz u 

form mieszańcowych pokolenia F1 (Rycina 8). Natomiast u dwóch form mieszańcowych 

BC1F1: (Harenda × Glenlea) × Harenda oraz (Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka, profile 

ekspresji genu był bardzo zbliżone - największy wzrost poziomu ekspresji Lr46-Glu2 

nastąpił w 12 hpi (Rycina 10).  

 Analiza ekspresji Lr67 wykazała, że reakcja na inokulację była bardzo zróżnicowana 

pomiędzy badanymi formami mieszańcowymi (Rycina 10). Najbardziej dynamiczny 

wzorzec ekspresji zaobserwowano tylko u (Harenda × Glenlea) × Harenda, z 

przejściowym spadkiem ekspresji w 12 hpi. Ciekawy profil ekspresji tego genu można 

zaobserwować także u drugiej formy mieszańcowej z pokolenia BC1F1, czyli (Aura × 
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Glenlea) × Aura, gdzie obserwujemy wysoki poziom ekspresji jeszcze przed inokulacją (0 

hpi). Następnie można zaobserwować spadek ekspresji do 12 godzin po inokulacji i 

dynamiczny wzrost ekspresji w 24 hpi (Rycina 10). Bardzo podobne wzorce ekspresji 

można zaobserwować u form mieszańcowych F1 (Rycina 8), z wyjątkiem Jutrzenka × 

Glenlea.  

 Przeprowadzono również analizę statystyczną genów badanych, czyli Lr34, Lr46-

Glu2 oraz Lr67. Test Kołmogorowa-Smirnowa został wykorzystany do przetestowania 

hipotezy zerowej, zgodnie z którą zestaw znormalizowanych danych ekspresji dla 

określonego genu i linii pochodzi z rozkładu normalnego. Test ten został zaliczony dla 

wszystkich kombinacji form mieszańcowych i genów z wyjątkiem Lr46-Glu2 u formy 

mieszańcowej Itaka × Glenlea (wartość p = 0,02397) (Tabela 11, Tabela 12, Tabela 13). 

Do oceny równości wariancji zastosowano test Levene'a w wariancie Browna-Forsythe'a. 

Wynik tego testu okazał się pozytywny dla wszystkich badanych kombinacji form 

mieszańcowych i punktów czasowych. W celu porównania średnich wykonano 

dwustronny test t-Studenta (Tabela 11, Tabela 12, Tabela 13). 

 Celem sprawdzenia i oceny stabilności genów referencyjnych ARF oraz TUBβ 

przeprowadzono następujące porównanie, obejmujące wartość progową cyklu 

przeprowadzonej reakcji RT-qPCR (cT) w każdym punkcie czasowym po inokulacji vs. 

wartość cT przed inokulacją. Test ten wykazał znaczny wzrost wartości referencyjnych cT 

w niektórych porównaniach, głównie na początku przeprowadzonego eksperymentu lub w 

środkowych punktach czasowych, co mogło ostatecznie skutkować wzrostem obliczonej 

znormalizowanej ekspresji badanych genów (Tabela 14).  
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Tabela 11.  Analiza statystyczna genu Lr34 dla pokoleń BC1 i F2 

Forma mieszańcowa Czas 
T/0h 

Lr34 

Test 

Kołmogorowa-

Smirnowa 

(Lr34) 

Test 

Levene'a 

(Lr34) 

Test t-

Studenta 

(Lr34) 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 00h  0,55686   

(Harenda × Glenlea) × Harenda 06h 1,48  0.3771 0,191489 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 12h 0,44  0.7633 0,015302 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 24h 1,17  0.2748 0,802742 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 48h 1,87  0.2334 0,214812 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 00h  0,34987   

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 06h 1,88  0.4265 0,611788 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 12h 1,00  0.4896 0,974766 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 24h 0,47  0.8512 0,184849 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 48h 1,55  0.2837 0,425004 

(Aura × Glenlea) × Aura 00h  0,21132   

(Aura × Glenlea) × Aura 06h 0,50  0.8599 0,439384 

(Aura × Glenlea) × Aura 12h 0,05  0.2739 0,101968 

(Aura × Glenlea) × Aura 24h 0,48  0.5059 0,347336 

(Aura × Glenlea) × Aura 48h 0,38  0.5083 0,268199 

Itaka × Glenlea 00h  0,55071   

Itaka × Glenlea 06h 2,07  0.4979 0,3082 

Itaka × Glenlea 12h 1,13  0.7392 0,875531 

Itaka × Glenlea 24h 3,40  0.5382 0,173593 

Itaka × Glenlea 48h 2,96  0.3546 0,189872 

Merkawa × Glenlea 00h  0,46751   

Merkawa × Glenlea 06h 1,88  0.3998 0,416864 

Merkawa × Glenlea 12h 1,28  0.7706 0,689807 

Merkawa × Glenlea 24h 2,18  0.3758 0,458674 

Merkawa × Glenlea 48h 2,39  0.601 0,289354 
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Tabela 12. Analiza statystyczna genu Lr46-Glu2 dla pokoleń BC1 i F2 

Forma mieszańcowa Czas 

T/0h 

Lr46-

Glu2 

Test 

Kołmogorowa-

Smirnowa 

(Lr46-Glu2) 

Test 

Levene'a 

(Lr46-

Glu2) 

Test t-

Studenta 

(Lr46-

Glu2) 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 00h  0,93508   

(Harenda × Glenlea) × Harenda 06h 1,63  0.8474 0,297761 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 12h 1,36  0.9288 0,458419 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 24h 0,80  0.5644 0,61417 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 48h 0,64  0.803 0,432481 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 00h  0,21316   

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 06h 1,13  0.586 0,902172 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 12h 2,65  0.7879 0,320085 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 24h 0,30  0.4264 0,503999 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 48h 0,64  0.5387 0,732779 

(Aura × Glenlea) × Aura 00h  0,50442   

(Aura × Glenlea) × Aura 06h 0,69  0.3215 0,715965 

(Aura × Glenlea) × Aura 12h 0,20  0.3304 0,369011 

(Aura × Glenlea) × Aura 24h 0,49  0.5321 0,578119 

(Aura × Glenlea) × Aura 48h 0,52  0.4694 0,590078 

Itaka × Glenlea 00h  0,02397   

Itaka × Glenlea 06h 6,60  0.1697 0,037973 

Itaka × Glenlea 12h 1,25  0.9937 0,561017 

Itaka × Glenlea 24h 1,28  0.8027 0,471528 

Itaka × Glenlea 48h 4,31  0.4152 0,322773 

Merkawa × Glenlea 00h  0,13609   

Merkawa × Glenlea 06h 2,80  0.9563 0,207233 

Merkawa × Glenlea 12h 0,56  0.4129 0,630403 

Merkawa × Glenlea 24h 0,41  0.5188 0,534022 

Merkawa × Glenlea 48h 0,57  0.5434 0,65097 
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Tabela 13. Analiza statystyczna genu Lr67 dla pokoleń BC1 i F2 

Forma mieszańcowa Czas 
T/0h 

Lr67 

Test 

Kołmogorowa-

Smirnowa 

(Lr67) 

Test 

Levene'a 

(Lr67) 

Test t-

Studenta 

(Lr67) 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 00h   0,81493     

(Harenda × Glenlea) × Harenda 06h 1,50  0.3403 0,403446 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 12h 0,35  0.8376 0,010626 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 24h 1,99  0.3032 0,063052 

(Harenda × Glenlea) × Harenda 48h 2,20   0.62 0,006616 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 00h   0,64007     

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 06h 1,24  0.7158 0,75961 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 12h 0,73  0.9928 0,690573 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 24h 0,60  0.5537 0,462844 

(Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka 48h 0,86   0.9565 0,832584 

(Aura × Glenlea) × Aura 00h   0,40764     

(Aura × Glenlea) × Aura 06h 0,48  0.7212 0,32484 

(Aura × Glenlea) × Aura 12h 0,05  0.185 0,063295 

(Aura × Glenlea) × Aura 24h 0,90  0.5274 0,826662 

(Aura × Glenlea) × Aura 48h 0,34   0.3603 0,173121 

Itaka × Glenlea 00h   0,52279     

Itaka × Glenlea 06h 1,02  0.4934 0,968964 

Itaka × Glenlea 12h 0,08  0.1742 0,140844 

Itaka × Glenlea 24h 0,74  0.6585 0,686948 

Itaka × Glenlea 48h 0,99   0.99 0,987796 

Merkawa × Glenlea 00h   0,2408     

Merkawa × Glenlea 06h 1,21  0.9603 0,823572 

Merkawa × Glenlea 12h 0,44  0.3915 0,442485 

Merkawa × Glenlea 24h 0,35  0.5096 0,397643 

Merkawa × Glenlea 48h 0,31   0.4033 0,357508 
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Rycina 10. Wykresy typu „heatmap” przedstawiające ekspresję genów Lr34, Lr67 i 

wyselekcjonowanego genu kandydującego Lr46-Glu2 w tkankach liści pod wpływem infekcji Pt. 

Analiza ekspresji obejmowała formy mieszańcowe pokoleń BC1F1 i F2, w pięciu punktach czasowych 

(0, 6, 12, 24 i 48 hpi). Kolor czerwony oznacza niższą znormalizowaną ekspresję, a niebieski oznacza 

wyższą znormalizowaną ekspresję. 
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Tabela 14. Analiza statystyczna genów referencyjnych dla pokoleń BC1 i F2  

Forma mieszańcowa Czas 
Cq_T-Cq-00h 

ARF 

Cq_T/Cq_0

0h ARF 

Test 

Kołmogorowa-

Smirnowa 

(ARF) 

Test 

Levene'a 

(ARF) 

Test t-

Studenta 

(ARF) 

Cq_T-

Cq-00h 

TUBβ 

Cq_T/Cq_0

00h TUBβ 

Test 

Kołmogorowa-

Smirnowa 

(TUBβ) 

Test 

Levene'a 

(TUBβ) 

Test t-

Studenta 

(TUBβ) 

Test t-

Studenta 

(ARF i 

TUBβ) 

(Harenda × Glenlea) 

× Harenda 
00h   0,82206     0,92933    

(Harenda × Glenlea) 

× Harenda 
06h 2,437 1,10017816  0.2835 0,004629 0,043 1,00160059  0.4271 0,984892 0,245834 

(Harenda × Glenlea) 

× Harenda 
12h 1,397 1,05742086  0.9424 0,079174 -0,713 0,97365181  0.2794 0,15059 0,492119 

(Harenda × Glenlea) 

× Harenda 
24h 3,283 1,13498698  0.3808 0,036138 1,653 1,0610687  0.6103 0,111766 0,055094 

(Harenda × Glenlea) 

× Harenda 
48h 1,527 1,06276552  0.439 0,463383 -0,330 0,98781088  0.4582 0,801447 0,725251 

(Jutrzenka × Glenlea) 

× Jutrzenka 
00h   0,88381     0,80447    

(Jutrzenka × Glenlea) 

× Jutrzenka 
06h 3,093 1,12977206  0.8944 0,004665 3,063 1,11453141  0.7962 0,033458 0,013233 

(Jutrzenka × Glenlea) 

× Jutrzenka 
12h 2,817 1,11816529  0.9386 0,004095 0,303 1,01134098  0.4006 0,734829 0,044479 

(Jutrzenka × Glenlea) 

× Jutrzenka 
24h 0,910 1,03817648  0.4934 0,301147 -0,263 0,99015454  0.4285 0,794314 0,621757 

(Jutrzenka × Glenlea) 

× Jutrzenka 
48h 3,987 1,16724934  0.7847 0,003213 2,633 1,09845464  0.5219 0,037289 0,0089 
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(Aura × Glenlea) × 

Aura 
00h   0,76827     0,86028    

(Aura × Glenlea) × 

Aura 
06h 1,903 1,07770822  0.6594 0,248269 0,483 1,01813634  0.3482 0,827636 0,524573 

(Aura × Glenlea) × 
Aura 

12h 2,017 1,08233533  0.4469 0,065814 0,590 1,02213884  0.9142 0,17851 0,086923 

(Aura × Glenlea) × 

Aura 
24h 3,437 1,14031029  0.4888 0,014027 1,873 1,07029393  0.5454 0,035244 0,017643 

(Aura × Glenlea) × 

Aura 
48h 3,847 1,15704954  0.4528 0,008856 1,703 1,06391495  0.7747 0,018233 0,010215 

Itaka × Glenlea 00h   0,38573     0,7523    

Itaka × Glenlea 06h 1,673 1,06716618  0.504 0,191111 -0,220 0,99178594  0.7971 0,73636 0,44449 

Itaka × Glenlea 12h 3,287 1,131924  0.464 0,003295 2,360 1,0881145  0.1649 0,003569 0,003155 

Itaka × Glenlea 24h 4,650 1,18664704  0.5443 0,001005 3,213 1,11997511  0.6297 0,002147 0,001386 

Itaka × Glenlea 48h 3,027 1,12148782  0.872 0,00975 -0,080 0,99701307  0.469 0,9485 0,132135 

Merkawa × Glenlea 00h   0,9393     0,60001    

Merkawa × Glenlea 06h 1,517 1,06293223  0.2707 0,31308 0,167 1,00626174  0.8626 0,874271 0,512911 

Merkawa × Glenlea 12h 4,077 1,16915629  0.8964 0,002154 1,847 1,06938009  0.9006 0,112308 0,016934 

Merkawa × Glenlea 24h 2,883 1,11964039  0.569 0,025918 0,483 1,01815905  0.8898 0,59208 0,049843 

Merkawa × Glenlea 48h 3,030 1,12572614  0.5345 0,015328 1,007 1,03782091  0.6166 0,269548 0,052514 
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7.8. Analiza ekspresji miRNA form mieszańcowych pszenicy pokoleń 

BC1F1 i F2 
 

 Wykorzystanie metody stem-loop RT-PCR oraz analizy ekspresji metodą ddPCR 

przeprowadzono analizę ekspresji cząsteczek miRNA wybranych z baz danych jako 

komplementarnych do Lr34 i genu kandydującego Lr46-Glu2 (Rycina 11, Rycina 12). 

Porównano otrzymane wyniki ekspresji wybranych genów z odpowiednimi wartościami dla 

komplementarnych do nich cząsteczek miRNA. Analiza ekspresji miRNA przy użyciu ddPCR 

potwierdziła potencjalną rolę tae-miR9653b hamowania ekspresji genu docelowego, w tym 

przypadku Lr34. Ostatecznie, pomiędzy 24 a 48 hpi, gdy obserwuje się wzrost ekspresji genu 

Lr34, poziom tae-miR9653b spada. Taką tendencję zaobserwowano u form mieszańcowych 

pokolenia F2: Itaka × Glenlea oraz Merkawa × Glenlea. Co ciekawe, gen Lr34 zidentyfikowany 

u Merkawa × Glenlea występował w formie homozygotycznej (Tabela 9). Najwyższą ekspresję 

cząsteczek tae-miR9653b zaobserwowano u form mieszańcowych pokolenia BCF1: (Aura × 

Glenlea) × Aura, Merkawa × Glenlea, (Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka w 6, 24 i 48 hpi – 

odpowiednio (Rycina 11).  

 Zgodnie z bazą danych tae-miR9780 jest komplementarny do dwóch genów 

kandydujących, Lr46-Glu2 (TraesCS1B02G454200.1) i Lr46-RLK2 

(TraesCS1B02G454100.1). W genie Lr46-Glu2 analizowaliśmy ekspresję dwóch miRNA: tae-

miR9780 i tae-miR5384-3p. Ekspresja tae-miR9780 u większości badanych mieszańców 

pszenicy była na stałym poziomie, zarówno przed, jak i po inokulacji. Analizując 

komplementarny do tego genu gen tae-miR5384-3p, stwierdzono, że jego poziom ekspresji po 

inokulacji u czterech form mieszańcowych wahał się, ostatecznie przyjmując wartości niższe 

lub równe wartościom początkowym przed inokulacją. W związku z tym może to sugerować, 

że tae-miR5384-3p nie represjonował specyficznie genu Lr46-Glu2, ponieważ ekspresja genu 

wzrosła po inokulacji. Najwyższą ekspresję cząsteczek tae-miR5338-3p zaobserwowano 

również u form mieszańcowych pokolenia BCF1: (Harenda × Glenlea) × Harenda, (Jutrzenka 

× Glenlea) × Jutrzenka oraz (Aura × Glenlea) × Aura, w 24 hpi i 48 hpi (Rycina 12).  
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Rycina 11. Analiza ekspresji komplementarnego tae-miR9653b w porównaniu do wzorców ekspresji 

genu Lr34 podczas infekcji wywołanej Pt. Liczby 6, 12, 24 i 48 oznaczają godziny po inokulacji (hpi). 

Wykresy pokazują względne wartości ekspresji w porównaniu do punktu czasowego 0 hpi. 

Przedstawione dane dotyczące ekspresji uzyskano ze średniej z trzech powtórzeń biologicznych. 
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Rycina 12. Analiza ekspresji komplementarnych tae-miR9780 i tae-miR5384-3p w porównaniu do 

wzorców ekspresji genu Lr46-Glu2 podczas infekcji wywołanej Pt. Liczby 6, 12, 24 i 48 oznaczają 

godziny po inokulacji (hpi). Wykresy pokazują względne wartości ekspresji w porównaniu do punktu 

czasowego 0 hpi. Przedstawione dane dotyczące ekspresji uzyskano ze średniej z trzech powtórzeń 

biologicznych. 
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8. Dyskusja 
 

 Z przeglądu literatury, opisującego postęp naukowy w badaniach mechanizmów 

odpornościowych pszenicy w odpowiedzi na porażenie rdzą brunatną, wynika, iż dalsze 

poszukiwania zróżnicowanej i trwałej odporności powinny wykorzystywać zaawansowane 

narzędzia i techniki genomowe (Prasad i in., 2020). Dokładne rozumienie molekularnych 

podstaw odpowiedzi obronnej roślin pozwoli na opracowanie nowych strategii hodowli 

odpornościowej. W niniejszej pracy doktorskiej, dobrze opisane w literaturze geny jak Lr34 i 

Lr67, wykazywały różnice w profilach ekspresji między odmianami. Genetyczna regulacja 

ekspresji jest jednym z czynników determinujących podatność lub odporność rośliny. Niemniej 

jednak należy zauważyć, że białka takie jak transportery ABC, mogą być regulowane przez 

wiele szlaków sygnałowych i reagować w różny sposób na różne patogeny (Campbell i in., 

2003). Wpływ kombinacji genów odporności, obecność niezidentyfikowanych genów i różne 

poziomy ich ekspresji, w połączeniu z innymi czynnikami biotycznymi i abiotycznymi, mogą 

powodować różne reakcje odmian na porażenie P. triticina.  

 W prezentowanej rozprawie doktorskiej analizowano ekspresję genów odporności na 

rdzę brunatną typu APR (Lr34, Lr67 i genów kandydujących Lr46). Publikacja 2 przedstawia 

wyniki analiz ekspresji genu Lr34 po inokulacji grzybem Pt u czterech odmian pszenicy 

zwyczajnej jarej i jednej odmiany ozimej, w pięciu punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi). 

Wszystkie odmiany z wyjątkiem Glenlea wykazały spadek poziomu ekspresji Lr34 natychmiast 

po inokulacji (6 hpi). Odmiana Glenlea również zareagowała w ten sam sposób, ale z 

niewielkim opóźnieniem (12 hpi). W tym samym czasie w odmianach Artigas i NP486 

zaobserwowano dalszy spadek ekspresji genu Lr34. Badane odmiany wykazały znaczące 

różnice w poziomie ekspresji genu Lr34 w 48 hpi: u Glenlea i Artigas osiągnęła ona 

maksymalne wartości, podczas gdy u pozostałych odmian osiągnęła minimum. 

Zaobserwowane różnice w profilach ekspresji nie wynikały z różnic w fenologii roślin 

(odmiany jare vs. odmiana ozima). Należy zauważyć, że gen Lr34 ulega ekspresji na 

stosunkowo niskim poziomie niezależnie od inokulacji, podczas gdy po inokulacji następuje 

szybki spadek ekspresji  (6 i 12 hpi). W przypadku dwóch odmian spadek ten był przejściowy. 

W odmianach Glenlea, Lerma Rojo i NP846 spadek ekspresji genu Lr34 był statystycznie 

istotny (p =0,013-0,048) (P2).  

 W prezentowanym cyklu badań przedstawiono również wyniki analiz ekspresji Lr34 

i Lr67 u form mieszańcowych pszenicy, uzyskanych w wyniku krzyżowania 

wyselekcjonowanej odmiany Glenlea oraz polskich, wysokoplonujących odmian pszenicy. 
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Uzyskane formy mieszańcowe obejmowały pokolenia F1 (P4), F2 oraz BC1F1. Podobnie jak 

w poprzedniej publikacji (P2), geny odporności Lr34 i Lr67 wykazywały zróżnicowaną 

ekspresję w wybranych punktach czasowych. Gen Lr34 wykazywał stosunkowo niską 

ekspresję po inokulacji roślin przez Pt. Jednak w porównaniu z wynikami opisanymi w 

poprzedniej pracy, podobieństwo w profilu ekspresji Lr34 w formie donorowej Glenlea można 

zaobserwować w badanych formach mieszańcowych F1, gdzie najwyższą ekspresję 

obserwowano w 24 i 48 hpi (P4). W pokoleniu BC1F1 można zaobserwować wzrost ekspresji 

genu Lr34 u większości badanych form mieszańcowych, oprócz: (Harenda × Glenlea) × 

Harenda, (Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka, które wykazały niską ekspresję we wszystkich 

punktach czasowych. Co ciekawe, w formie mieszańcowej (Aura × Glenlea) × Aura można 

zaobserwować początkowy wysoki poziom ekspresji w punkcie 0 hpi. Następnie poziom 

ekspresji waha się, jednak nie osiągając poziomu wyższego niż przed inokulacją patogenem 

(Rycina 10). Co ciekawe, gen u obu form pokolenia F2, czyli Merkawa × Glenlea oraz Itaka × 

Glenlea, zareagował bardzo podobnie, osiągając zbliżone wartości ekspresji (Rycina 10). 

Z kolei ekspresja Lr67 wykazała, że reakcja na inokulację była ponownie bardzo zróżnicowana 

pomiędzy badanymi formami mieszańcowymi F2 i BC1F1 (Rycina 10). Najbardziej 

dynamiczny wzorzec ekspresji zaobserwowano tylko u (Harenda × Glenlea) × Harenda, z 

przejściowym spadkiem ekspresji w 12 hpi. Ciekawy profil ekspresji tego genu można 

zaobserwować także u drugiej formy mieszańcowej z pokolenia BC1F1, czyli (Aura × Glenlea) 

× Aura, gdzie zaobserwowano wysoki poziom ekspresji jeszcze przed inokulacją (0 hpi), 

następnie spadek ekspresji do 12 godzin po inokulacji i dynamiczny wzrost ekspresji w 24 hpi 

(Rycina 10). Bardzo podobne wzorce ekspresji można zaobserwować u form mieszańcowych 

F1 (P4), z wyjątkiem Jutrzenka × Glenlea.  

 Zgodnie z literaturą, geny Lr34 i Lr67 wykazują kilka podobieństw, ponieważ 

warunkują odporność na wiele chorób w sposób niespecyficzny dla rasy i odpowiadają za 

kodowanie transporterów komórkowych. Gen Lr34 odgrywa kluczową rolę w hodowli 

pszenicy pod kątem odporności na choroby, w dużej mierze dlatego, że oddziałuje z innymi 

genami odporności, co daje skuteczną i trwałą odpornością  (McCallum i Hiebert, 2022). Celem 

badania prezentowanego przez MacCallum i Hiebert (2022) było ustalenie, czy gen Lr67 

oddziałuje również z innymi genami odporności w podobny sposób jak Lr34. W tym celu 

opracowano sześć różnych linii podwojonych haploidów, które charakteryzowały się 

obecnością genu Lr67 lub Lr34 wraz z drugim genem odporności: Lr13, Lr16 lub Lr32. 

Obecność genów Lr67 i Lr34 znacząco zmniejszyła poziom nasilenia rdzy brunatnej, a gen 

Lr34, w przeciwieństwie do Lr67, wykazał znaczącą interakcję z Lr13. Oba geny współdziałały 
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z Lr16, a Lr67 miał znaczącą interakcję z genem Lr32. Analiza ta pokazuje podobny wpływ 

genu Lr67, jak w przypadku Lr34, na interakcję z innymi genami w celu uzyskania lepszego 

poziomu odporności niż w przypadku pojedynczych genów. Naukowcy sugerują, że chociaż 

Lr67 nie jest szeroko stosowany w rolnictwie, może odgrywać ważną rolę w odporności na 

choroby (McCallum i Hiebert, 2022). Pomimo wprowadzenia genu Lr67 do wielu odmianach 

pszenicy utworzonych przez CIMMYT od lat pięćdziesiątych XX wieku (Huerta-Espino i in., 

2020) do tej pory nie występuje w kanadyjskich odmianach pszenicy. Badacze podkreślają, iż 

wykorzystanie potencjału genu Lr67 w krajach występowania rdzy brunatnej mogłoby 

poprawić odporność przyszłych odmian pszenicy (McCallum i Hiebert, 2022). W jednej z 

najnowszych prac naukowych zespół (Milne i in., 2019) wprowadzili transgen Lr67 do 

genotypów jęczmienia, a następnie  przeprowadzili analizę jego ekspresji za pomocą RT-qPCR, 

w celu przeanalizowania odpowiedzi odpornościowej siewek i dorosłych roślin na infekcję 

patogenem P. hordei. Zaobserwowano podwyższenie ekspresji genu Lr67res u siewek na P. 

hordei. po 24 godzinach od inokulacji. Co więcej, rośliny posiadające Lr67res 

charakteryzowały się wyższą ekspresją genów związanych z patogenezą (PR). W punkcie 

czasowym 72 hpi ekspresja Lr67res powróciła do poziomu podstawowego, a linie kontrolne 

nie wykazywały indukcji ekspresji (Milne i in., 2019).   

 W pracy Bolton i inni (2008) również przeanalizowano ekspresję genu Lr34 w 

odpowiedzi na infekcję pszenicy przez Pt. Na podstawie wyników autorzy potwierdzili, że gen 

Lr34 spowalnia rozwój choroby, ale nie zatrzymuje całkowicie wzrostu patogenu (tzw. efekt 

slow rust). Jego fenotyp odporności przypomina podstawową odporność roślin wynikającą z 

rozpoznawania ogólnego elicytora grzybowego lub wzorców molekularnych związanych z 

patogenem (PAMP). Badacze pobrali fragmenty tkanki liściowej w dwóch punktach 

czasowych: 3 i 7 dpi (ang. days post inoculation, dni po inokulacji). Powyższe badanie zostało 

przeprowadzone na liniach pszenicy zawierających gen Lr34res, które wykazały indukcję kilku 

genów PR (związanych z patogenezą). Fragmenty liści odmiany TcLr34 (Thacher+Lr34) 

pobrano w 3 dpi i stwierdzono znaczny wzrost ekspresji PR-1, PR-2 i PR-3 po infekcji. Ta 

odpowiedź na poziomie metabolicznym rośliny nie została już zaobserwowana w 7 dpi; może 

to wyjaśniać, dlaczego gen Lr34 charakteryzuje się spowalnianiem patogenu, a nie całkowitym 

zahamowaniem rozwoju choroby. Badania naukowców wskazują, że odporność indukowana 

genem Lr34 potęguje zapotrzebowanie na energię, co prowadzi do indukcji wielu reakcji 

metabolicznych w celu zaspokojenia potrzeb energetycznych komórek. W literaturze kwas 

abscysynowy (ABA) został zaproponowany jako fitohormon przyczyniający się do odporności 

na choroby za pośrednictwem Lr34res (Krattinger i in., 2019). Inne dane literaturowe 
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potwierdzają, że ekspresja Lr34 w transgenicznym jęczmieniu zapewnia odporność na rdzę 

brunatną i prowadzi do akumulacji ABA w wierzchołkach liści, w razultacie powodują rozwój 

nekrozy wierzchołka liścia (ang. leaf tip necrosis, LTN) (Bräunlich i in., 2021; Risk i in., 2013). 

W związku z tym należy oczekiwać, że wzrost ekspresji genu Lr34 po infekcji jest 

mechanizmem odpowiedzi obronnej. 

 W swojej pracy Cobo i inni (2019) podkreślili potrzebę zbadania ekspresji genów 

kandydujących dla Lr46/Yr29 u różnych genotypów, przed i po inokulacji patogenem Pt w celu 

ustalenia, czy istnieją różnice w poziomach ich ekspresji. Wspomniane geny kandydujące 

występują w locus QYr.ucw-1BL w chromosomie 1BL, który był porównywalny z obecnymi 

mapami genetycznymi opisującymi występowanie genu odporności Yr29 (znanego również 

jako Lr46). Wyniki sugerują, że QTL (QYr.ucw-1BL) i Lr46/Yr29 mapują ten sam gen nadający 

podobne reakcje odpornościowe. W rezultacie Cobo i inni (2019) zidentyfikowali 13 genów 

kandydujących dla Lr46/Yr29. Trzy z proponowanych genów zostały odrzucone 

(TraesCS1B02G454300, TraesCS1B02G454700 oraz TraesCS1B02G454900). Pierwszy 

wymieniony gen kandydujący został określony jako element transpozycyjny, a pozostałe dwa 

geny zostały opisane jako pseudogeny i nie ulegają ekspresji (Cobo i in., 2019).  

 W prezentowanej dysertacji podjęłam próbę analizy poziomów ekspresji dziesięciu 

spośród trzynastu genów kandydujących dla locus Lr46, wybranych na podstawie wyników 

pracy Cobo i inni (2019). W Publikacji 3 analiza ekspresji obejmowała następujące geny 

kandydujące: TraesCS1B02G453900.1 (Lr46-Glu1), TraesCS1B02G454200.1 (Lr46-Glu2), 

TraesCS1B02G454500.1 (Lr46-Glu3), TraesCS1B02G454000.2 (Lr46-RLK1), 

TraesCS1B02G454100.1 (Lr46-RLK2), TraesCS1B02G454400.1 (Lr46-RLK3), 

TraesCS1B02G454600.1 (Lr46-RLK4), TraesCS1B02G453700.1 (Lr46-Snex), 

TraesCS1B02G454800.2 (Lr46-STr) oraz TraesCS1B02G455000.1. (Lr46-WRKY). Trzy geny 

zostały zidentyfikowane jako GLUCAN ENDO-1,3-BETA-GLUCOSIDASES (Lr46-Glu1, 

Lr46-Glu2 i Lr46-Glu3) (Cobo et al. 2019). Geny Glu te występują w wielu gatunkach roślin 

nasiennych i są zaangażowane w obronę roślin przed patogenami, a ich ekspresja jest 

aktywowana podczas infekcji powodowanych przez patogeny grzybowe, bakteryjne lub 

wirusowe (Cobo i in. 2019; Kebede i Kebede 2021). W  przypadku badanego genu 

kandydującego Lr46-Glu1 ekspresja różniła się znacznie między analizowanymi odmianami 

pszenicy, a także pomiędzy samymi punktami czasowymi, dlatego nie zaobserwowano 

wspólnego wzorca ekspresji dla badanych odmian pszenicy (Rycina 6). W przypadku genu 

kandydującego Lr46-Glu2, spadek poziomu ekspresji tego genu zaobserwowano natychmiast 

po inokulacji (6 hpi) dla wszystkich odmian, z wyjątkiem odmiany Glenlea. W punkcie 
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czasowym 12 hpi zaobserwowano dalszy spadek poziomu ekspresji Lr46-Glu2 dla wszystkich 

odpornych odmian (Rycina 6). Natomiast, poziom ekspresji genu Lr46-Glu2 znacznie 

przekroczył poziom wyjściowy (0 hpi). W 48 godzinach po inokulacji poziom ekspresji Lr46-

Glu2 spadł u wszystkich badanych odmian pszenicy, ale nadal przekraczał poziom wyjściowy 

u odmian Artigas, Glenlea, Lerma Rojo i TX89D6435 (Rycina 3). Z kolei gen kandydujący 

Lr46-Glu3 wykazał bardzo niski poziom ekspresji zarówno przed, jak i po inokulacji 

zarodnikami Pt (Rycina 6). 

 Zgodnie z danymi literaturowymi, endo-β-1,3-glukozydazy należą do enzymów 

hydrolitycznych wśród białek związanych z patogenezą (białka PR), które występują  u wielu 

gatunków roślin po zakażeniu różnymi rodzajami patogenów (Cheong i in., 2000; Doxey i in., 

2007). Pojedynczy gatunek rośliny może mieć różne homologi genów 1,3-β-glukozydaz, 

ważnych dla hamowania wzrostu patogennych grzybów poprzez rozkład ich ścian 

komórkowych, które zawierają β-glukany. W literaturze opisywano, że endo-1,3-β-

glukozydaza glukanowa ulega ekspresji wraz z chitynazami po infekcji powodowanej przez 

grzyby. Indukcja tych dwóch enzymów hydrolitycznych została opisana u wielu gatunków 

roślin, w tym grochu, fasoli, pomidora, tytoniu, kukurydzy, soi, ziemniaka i pszenicy (Confortin 

i in., 2019; Kebede i Kebede, 2021). W szczególności zaobserwowano wzrost poziomu 1,3-β-

glukozydazy podczas stresu suszy (Bernardo, 2021).  

 W badaniu opisanym w Publikacji 3, cztery z dziesięciu genów kandydujących to 

geny RLK (Lr46-RLK1, Lr46-RLK2, Lr46-RLK3 i Lr46-RLK4) i kodują białka ważne dla 

rozpoznawania sygnałów zewnątrzkomórkowych i inicjowania wewnątrzkomórkowych kaskad 

sygnalizacyjnych w reakcji na te bodźce (Chen i in., 2017a). Ekspresja genów Lr46-RLK1 i 

Lr46-RLK2 charakteryzowała się wzrostem ekspresji w 6 hpi, a następnie wystąpił spadek i 

ponowny wzrost w 24 hpi. Najwyższe poziomy ekspresji tych genów w zaobserwowano w 

odmianach NP846 (6 hpi i 24 hpi) oraz Glenlea (6 hpi). W przypadku Lr46-RLK3 najwyższy 

wzrost ekspresji po inokulacji zaobserwowano w 24 hpi w odmianach TX89D6435 i NP946; 

natomiast w odmianie Glenlea w 6 hpi i 24 hpi. Jednakże, ekspresja tego genu była na 

stosunkowo niskim poziomie (Rycina 6). Co istotne, podatna odmiana Artigas* konsekwentnie 

wykazywała niższe poziomy ekspresji badanych genów RLK (z wyjątkiem Lr46-RLK4), w 

porównaniu do odmian odpornych, co wskazuje na jej odmienny profil ekspresji genów pod 

wpływem stresu Pt (P3).  

 U roślin wyróżnia się wiele rodzin genów RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 

(RLK). Geny te kodują białka błonowe, zlokalizowane w zewnątrzkomórkowej domenie 

roślinnych sieci receptorowych i są zaangażowane zarówno w biotyczne, jak i abiotyczne 
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reakcje na stres. Pozakomórkowa domena wiążąca ligand, domena transmembranowa i 

wewnątrzkomórkowa domena kinazy białkowej są typowymi składnikami RLK. Domena 

zewnątrzkomórkowa, która jest specyficzna dla poszczególnych RLK, wiąże określony ligand 

i pozwala RLK reagować na różne rodzaje sygnałów. Wśród RLK wyróżnia się takie warianty, 

jak kinazy bogate w leucynę, lektyny, motyw lizyny lub kinazy związane ze ścianą komórkową 

(Gu i in., 2020; Yan i in., 2023). RLK stanowią największą znaną rodzinę kinaz białkowych, 

które są ważne w odpowiedzi roślin na infekcję patogenami. Gu i in. (2020) odkryli nowy gen 

RLK bogaty w cysteinę, TaCRK2, który pozytywnie regulował odporność na infekcje 

wywołane przez Pt u pszenicy. Geny RLK obecne w locus Lr46/Yr29 kodują białka z dwiema 

domenami zewnątrzkomórkowymi, które są charakterystyczne dla podgrupy CYSTEINE-

RICH RECEPTOR KINASES (Cobo i in. 2019). W literaturze zasugerowano, że geny należące 

do tej podgrupy mogą być zaangażowane w sygnalizację redoks (Chen, 2001). W kolejnym 

badaniu (Yadav i in., 2016) naukowcy analizowali zróżnicowaną ekspresję genów pod 

wpływem stresu Pt, która nastąpiła w liniach pszenicy posiadających gen odporności Lr57. 

Yadav wraz z zespołem (2016) wykazali, że największą liczbę transkryptów ulegających 

ekspresji wykryto w 12 hpi. Co ciekawe, wśród tych transkryptów, bogate w cysteinę RLK 

ulegały ekspresji tylko w 12 hpi, w genotypie pszenicy odpornej.  

 Rodzina WRKY reprezentuje inną grupę czynników transkrypcyjnych ważnych w 

regulacji odpowiedzi roślin na czynniki stresowe. U Arabidospis, nadekspresja 

WRKY63/ABO3 (Ren i in., 2010) oraz WRKY57 (Jiang i in., 2012) wpłynęła na zwiększoną 

tolerancję na stres suszy w sposób zależny od ABA (kwas abscysynowy). Liczne dane 

wskazują, że nadekspresja genów kodujących białka należące do rodziny WRKY również 

zwiększa tolerancję na suszę u gatunków roślin uprawnych (Khoso i in., 2022; Wang i in., 

2018). Wiele prac badawczych opisało rodzinę genów WRKY u roślin uprawnych, w tym w 

ryżu (Oryza sativa), kukurydzy (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor) i kapuście (Brassica rapa) 

(F. Chen i in., 2017; J. Jiang i in., 2017). W prezentowanej rozprawie doktorskiej gen WRKY 

był jednym z genów kandydujących dla Lr46 (P3). W przypadku genu Lr46-WRKY 

zaobserwowano najwyższe wartości w odmianie Artigas* we wszystkich punktach czasowych, 

z wyjątkiem 48 hpi, oraz w odmianie Glenlea w 24 hpi (Rycina 6). Jednak wyraźną tendencję 

zaobserwowano dla genu Lr46-WRKY, gdzie zaobserwowano korelacje tylko z dwoma genami: 

Lr46-Snex i Lr46-RLK4 (odpowiednio 0,703 i 0,702; p < 0,001) (Rycina 7).  

 Wśród dziesięciu analizowanych genów kandydujących wyróżniono również gen 

Lr46-STr. Jednkże, podczas prowadzenia analiz ekspresji genu Lr46-STr uzyskano wiele 
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niespecyficznych produktów PCR, co było szczególnie widoczne na krzywej topnienia. W 

związku z powyższym, zdecydowano się odrzucić z  Lr46-STr z dalszych analiz (P3).  

 Na podstawie otrzymanych wyników w publikacji P3, do dalszych analiz ekspresji 

wyselekcjonowano cztery następujące geny kandydujące: Lr46-Glu2, Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 

oraz Lr46-RLK3. Spośród wyżej wymienionych genów kandydujących, najmniej zróżnicowany 

profil ekspresji zaobserwowano dla Lr46-Glu2. W Publikacji 4 zaprezentowano wyniki 

ekspresji tych genów kandydujących u form mieszańcowych pokolenia F1. W  czterech 

formach mieszańcowych pszenicy: Jutrzenka × Glenlea, Itaka × Glenlea, Harenda × Glenlea i 

Merkawa × Glenlea, można zaobserwować silny wzrost ekspresji genu Lr46-Glu2 w 24 hpi, 

(Rycina 8). Poziom ekspresji Lr46-Glu2 znacznie przekroczył poziom wyjściowy sprzed 

inokulacji. W porównaniu z genem kandydującym Lr46-Glu2, geny Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i 

Lr46-RLK3 wykazują niską ekspresję w czasie, na podobnych poziomach we wszystkich 

badanych formach mieszańcowych (Rycina 8). W przypadku genu Lr46-RLK2 poziomy 

ekspresji wahają się w czasie u wszystkich form badanych pokolenia F1, ostatecznie osiągając 

niższe wartości niż przed inokulacją (Rycina 8). Co ciekawe, geny te wykazywały bardzo 

wysoką ekspresję początkową (0 hpi) w dwóch formach mieszańcowych: Merkawa × Glenlea 

(Lr46-RLK1, Lr46-RLK3) i Jutrzenka × Glenlea (Lr46-RLK1). Analiza wariancji wykazała, że 

główne zależności między formą mieszańcową i punktem czasowym, a także interakcja 

pomiędzy formą mieszańcową i punktem czasowym były istotne dla profilu ekspresji 

wszystkich genów badanych (P4). Powyższy wyniki, uzyskane w Publikacjach 3 i 4, 

zadecydowały o wyborze genu kandydującego Lr46-Glu2 do dalszych badań, obejmujących 

pokolenia F2 i BCF1. Gen kandydujący Lr46-Glu2 wykazał najwyższą ekspresję u dwóch form 

pokolenia F2, czyli Merkawa × Glenlea oraz Itaka × Glenlea, osiągając najwyższe wartości w 

6 hpi (Rycina 10). W kolejnych punktach czasowych nastąpił spadek ekspresji, ale w przypadku 

formy mieszańcowej Itaka × Glenlea zaobserwowano ponowny wzrost poziomu ekspresji  

Lr46-Glu2 w 48 hpi (Rycina 10). Podobny wzorzec ekspresji tego genu kandydującego 

zaobserwowano w poprzednich latach doświadczeń: u odmiany Glenlea (Rycina 6) oraz u form 

mieszańcowych pokolenia F1 (Rycina 8). Natomiast u form mieszańcowych BC1F1: (Harenda 

× Glenlea) × Harenda oraz (Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka, profil ekspresji genu był bardzo 

zbliżony i największy wzrost poziomu ekspresji Lr46-Glu2 nastąpił w 12 hpi (Rycina 10).  

 Warto podkreślić, że przedstawione analizy ekspresji dotyczyły wzorców ekspresji 

genów w różnych odmianach pszenicy (P2, P3) oraz formach mieszańcowych uzyskanych w 

pokoleniach F1 (P4), F2 i BC1F1, podczas gdy ich podłoże genetyczne i specyficzne 

mechanizmy odporności nie są dokładnie znane. Zbadanie historii ewolucyjnej tych odmian 
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mogłoby zapewnić kontekst do interpretacji obserwowanych wzorców ekspresji badanych 

genów odporności i genów kandydujących. Przyszłe badania powinny dotyczyć funkcjonalnej 

walidacji wymienionych genów kandydujących, obejmującej między innymi  nokaut genowy i 

analizę nadekspresji. Ponadto, integracja danych transkryptomicznych, proteomicznych i 

metabolomicznych może zapewnić bardziej kompleksowe zrozumienie mechanizmów 

molekularnych, leżących u podstaw odporności na Pt. Takie podejście wielo-omiczne 

umożliwia identyfikację kluczowych ścieżek i sieci regulacyjnych, zaangażowanych w 

odpowiedź odpornościową roślin (Shah i in., 2018).  

 W ostatnim dziesięcioleciu nacisk na ulepszanie upraw przy użyciu nowych narzędzi 

i metod genetycznych zwrócił się w kierunku identyfikacji i analizy funkcjonalnej cząsteczek 

miRNA, czyli jednego z wiodących obszarów badawczych w naukach o roślinach (Salgotra i 

Zargar, 2020a). W prezentowanej pracy doktorskiej technikę ddPCR wykorzystano do analizy 

ekspresji cząsteczek miRNA:  tae-miR9653b, tae-miR9773 i tae-miR9677b związanych z 

genem Lr34 oraz tae-miR5384-3p, tae-miR9780, tae-miR9775 i tae-miR164, związanych z 

badanymi genami kandydującymi. W przypadku cząsteczek miRNA komplementarnych do 

genu docelowego Lr34, tylko w przypadku tae-miR9653b uzyskano wyniki pozwalające na 

wiarygodne wnioskowanie. W prezentowanym cyklu badań, cząsteczka tae-miR9653b 

wykazywała profil ekspresji sugerujący zaangażowanie w reakcję na stres biotyczny wywołany 

przez Pt (P1, P2, P4). W Publikacji 1 inokulacja odmian pszenicy zarodnikami Pt skutkowała 

zmienioną ekspresją tae-miR9653b w odmianach wykazujących obecność allelu Lr34 

determinującego odporność. Poziom ekspresji tae-miR9653b różnił się w zależności od 

odmiany i punktu czasowego. W 6 hpi nastąpił niewielki wzrost poziomu ekspresji tae-

miR9653b zaobserwowany u wszystkich odmian referencyjnych pszenicy, z wyjątkiem 

odmiany kontrolnej HN ROD. Większość odmian wykazywała zwiększoną ekspresję tego 

miRNA w 12, 24 i 48 godzinach po inokulacji. Najszybszą reakcję tae-miR9653 na inokulację 

odnotowano u odmiany Myna'S' (P1). 

 Wcześniejsze badania wykazały, iż wyżej opisane cząsteczki miRNA mogą być 

zaangażowane w odpowiedź immunologiczną zarówno na stresy biotyczne, jak i abiotyczne. 

W badaniu  Li i współpracowników (2017) zbadano ekspresję szeregu różnych miRNA, w tym 

również tae-miR9653b, po ekspozycji pszenicy na fenantren. Wykazano, że po traktowaniu 

roślin  fenantrenem ekspresja badanego tae-miR9653b uległa obniżeniu (Li i in., 2017). Z kolei 

w badaniu dotyczącym stresu suszy u pszenicy zwyczajnej (Bakhshi i in., 2017) autorzy 

rozważali rolę cząsteczek miRNA w odpowiedzi na suszę. Jednym z trzech miRNA tłumionych 

przez suszę w odmianie tolerancyjnej na suszę był tae-miR9653 (w tym miR9653a i 
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miR9653b). Natomiast w odmianie wrażliwej, ekspresja tae-miR9653b uległa zwiększeniu, 

podczas gdy poziom ekspresji tae-miR9653a pozostawał niezmieniony Niestety, wiedza na 

temat roli tae-miR9653b w odpowiedzi roślin na stresy biotyczne jest wciąż ograniczona, 

aczkolwiek wykazano, że tae-miR9653b pozytywnie reaguje na infekcję Fusarium 

graminearum w liniach pszenicy zwyczajnej niosących locus odporności FHB w chromosomie 

2DL (Biselli i in., 2018). 

 Cząsteczka tae-miR5384-3p, której ekspresja była badana w prezentowanej pracy 

doktorskiej, stwierdzono, że jego poziom ekspresji po inokulacji u czterech form 

mieszańcowych wahał się, ostatecznie przyjmując wartości niższe lub równe wartościom 

początkowym przed inokulacją. W związku z tym może to sugerować, że tae-miR5384-3p nie 

represjonował specyficznie genu Lr46-Glu2 w badanych punktach czasowych, ponieważ 

ekspresja genu wzrosła po inokulacji. Analizując komplementarną do tego genu cząsteczkę tae-

miR5384-3p, stwierdzono, że jego poziom ekspresji po inokulacji u czterech form 

mieszańcowych pokolenia F1 wahał się, ostatecznie przyjmując wartości niższe lub równe 

wartościom początkowym przed inokulacją (P4). Spośród wszystkich analizowanych 

genotypów tylko u Aura × Glenlea wykazano znaczący wzrost ekspresji tae-miR5384-3p w 48 

hpi, w porównaniu do poziomów sprzed inokulacji. W przypadku pozostałych form 

mieszańcowych pokolenia F1 odnotowano niższy poziom ekspresji tego miRNA w 48 hpi niż 

przed inokulacją przez Pt. Z kolei u form mieszańcowych pokolenia BCF1: (Harenda × 

Glenlea) × Harenda, (Jutrzenka × Glenlea) × Jutrzenka oraz (Aura × Glenlea) × Aura, 

zaobserwowano wzrost tae-miR5338-3p w 24 i 48 hpi. W doniesieniach literaturowych 

określono, iż cząsteczka tae-miR5384-3p może hamować szereg genów z podrodziny TaFAB2, 

które są związane z tworzeniem nienasyconych kwasów tłuszczowych, odgrywających rolę w 

rozwoju roślin oraz w odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne (Hajiahmadi i in., 2020). W 

innym badaniu cząsteczka tae-miR5384-3p wykazywała bardzo wysoki wzrost ekspresji po 

traktowaniu siewek pszenicy zawiesiną chitozanu (Zhang i in., 2018). Zmienność względnych 

profili ekspresji jest powszechnie obserwowane w przypadku sekwencjonowania małych RNA 

lub analizy ekspresji miRNA w różnych warunkach stresu biotycznego i abiotycznego (Pandey 

i in., 2014). Takie zjawisko może odnosić się do zmieniających się mechanizmów obronnych 

we wczesnych i późnych etapach odpowiedzi roślin na stresy. Z kolei zespół Gidhi (2022) 

przeprowadził analizę sekwencji ujawniła zaangażowanie tae-miR5384-3p (jak również tae-

miR164 i tae-miR9679-5p) w celowanie w gen TaAFB6 (TraesCS5A02G281100), który koduje 

białko AUXIN SIGNALING F-BOX (AFB) (Gidhi i in., 2022). Sugerowało to możliwość 

potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genów typu TaAFB. Naukowcy przeanalizowali ekspresję 
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wybranych genów AFB w odpowiedzi na inokulację zarodnikami Pt,  pobierając fragmenty 

liści pszenicy w sześciu punktach czasowych (0, 12, 48, 120 i 168 hpi). Część analizowanych 

genów AFB wykazywała najwyższą ekspresję w 12 i 48 hpi, zarówno w podatnych, jak i 

odpornych liniach pszenicy. Wszystkie znane geny typu TaAFB są zaangażowane w 

aktywowany auksyną szlak sygnałowy, który prowadzi do procesu ubikwitynacji (Gidhi i in., 

2022).  

 Rodzina miR164 jest jedną z najbardziej konserwatywnych grup miRNA 

występujących u roślin (Feng i in., 2014). Cząsteczka miR164 odgrywa ważną rolę w 

odpowiedzi na stresy biotyczne; reguluje poziomy transkryptów genów, z którymi się wiąże. 

Przykładowo, miR164 był aktywowany u ryżu po inokulacji Magnaporthe oryzae (grzyb 

wywołujący zarazę ryżu) (Li i in., 2014). Inne badania wykazały, że miR164 wpływa także na 

ekspresję specyficznych dla roślin czynników transkrypcyjnych NAC (Chi i in., 2023; Fang i 

in., 2014). Większość czynników NAC odgrywa istotną rolę w regulacji rozwoju roślin i 

odpowiedzi na stresy abiotyczne i biotyczne (Bazzini i in., 2007; Fang i in., 2014; Feng i in., 

2014). W innym doświadczeniu badacze sugerują, że miR164 reguluje gen TaMAPK4, który 

należy do grupy wspomnianych w niniejszej rozprawie genów MAPK, zaangażowanych w 

reakcję obronną roślin. W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono badanie wpływu tae-

miR164 na gen kandydujący Lr46-RLK3. U większości testowanych odmian i form 

mieszańcowych pszenicy (P3), gdy ekspresja genu kandydującego wzrastała, tae-miR164 

ulegał obniżeniu i odwrotnie: gdy ekspresja miRNA wzrastała, wartości ekspresji genu 

kandydującego ulegały obniżeniu. Spadek ekspresji tae-miR164 może być związany z 

aktywacją mechanizmów odpornościowych zależnych od genów Lr46-RLK3, obserwowanych 

jako szybka odpowiedź genów na patogen .  

 Pomimo znacznego postępu w zrozumieniu molekularnych podstaw odporności na 

rdzę brunatną, rola miRNA w modulowaniu ekspresji genów została zbadana tylko dla kilku 

głównych genów R, w tym: Lr24 i Lr28 (Jain i in., 2020; D. Kumar i in., 2014). W niektórych 

z tych prac wykazano, że miRNA odgrywają ważną rolę jako negatywne regulatory poprzez 

zahamowanie translacji lub degradację docelowych mRNA gospodarza i/lub patogenu (Dutta i 

in., 2019; Feng i in., 2014). Chociaż rola miRNA w odporności na choroby (w tym odporności 

na rdzę brunatną z udziałem genu Lr46) była analizowana (Tomkowiak i in., 2020), niewiele 

podobnych badań przeprowadzono dla genów typu APR. Geny kandydujące powinny być 

weryfikowane za pomocą takich metod, jak analiza ekspresji genów (RT-qPCR), mapowanie 

sprzężeń i metody TILLING (ang. Targeting Induced Local Lesions In Genomes). W ostatnich 

latach przeprowadzono wiele badań transkryptomicznych i badań z zakresu genomiki 
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funkcjonalnej w celu zrozumienia mechanizmów stresu u różnych roślin uprawnych. Jednakże, 

wiele naukowców podkreśla potrzebę kontynuacji badań z zastosowaniem nowoczesnych 

technik genomowych (Shah i in., 2018). Warto podkreślić, że jedna cząsteczka miRNA może 

wywierać wpływ na wiele genów docelowych oraz, podobnie jak roślinne czynniki 

transkrypcyjne, modulować ich ekspresję. Badanie sieci regulacyjnych, obejmujących między 

innymi cząsteczki miRNA i ich geny docelowe, może przyczynić się do odkrycia dodatkowych 

szlaków odpowiedzi odpornościowej pszenicy na Pt. 
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9. Podsumowanie i wnioski 
 

 Badania podjęte w ramach rozprawy doktorskiej miały na celu analizę profili ekspresji 

genów Lr34, Lr67 oraz genów kandydujących dla genu Lr46, po inokulacji zarodnikami 

grzybów Pt. Spośród testowanych genów kandydujących (Lr46-Glu1, Lr46-Glu2, Lr46-Glu3, 

Lr46-RLK1, Lr46-RLK2, Lr46-RLK3, Lr46-RLK4, Lr46-Snex i Lr46-WRKY), najwyższe 

poziomy ekspresji wystąpiły tylko u jednego genu kandydującego (Lr46-Glu2), co sugeruje 

jego potencjalną rolę w odpowiedzi odpornościowej na infekcję powodowaną przez Pt. 

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badań podkreślają potrzebę zrozumienia 

molekularnych podstaw interakcji roślina-patogen, co umożliwi opracowanie nowych strategii 

odporności na porażenie rdzą brunatną. Analiza funkcjonalna locus Lr46/Yr29 są niezbędne do 

określenia zmienności allelicznej genu(ów) i ustalenia ich funkcji. Uzyskanie większej ilości 

informacji i poznanie sekwencji genu, który nadaje odporność na rdzę brunatną, umożliwiłoby 

opracowanie bardziej specyficznych markerów molekularnych dla Lr46/Yr29, co ułatwiłoby 

selekcję linii w hodowli odpornościowej pszenicy.  

Ze względu na endogenny charakter cząsteczek miRNA, ich ekspresja jest regulowana 

przez białkowe czynniki transkrypcyjne i mechanizmy epigenetyczne. Czynniki 

transkrypcyjne, zaangażowane w komórkowe szlaki sygnałowe odpowiedzialne za odpowiedź 

na wpływ środowiska, mogą również modyfikować pulę miRNA, a tym samym proteom. 

Przeprowadzone badania wykazały, że miR9653b może być zaangażowany w mechanizmy 

odporności roślin na rdzę liści powodowaną przez Pt. Zgodnie z wykorzystaną bazą danych, 

cząsteczka tae-miR9653b jest związana z odpornością na rdzę brunatną, nadawaną przez gen 

Lr34, a różnice w ekspresji indukowane przez inokulację Pt mogą potwierdzać tę informację. 

 Badania przeprowadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazują na udział 

wybranych cząsteczek miRNA w dynamicznym procesie reakcji odpornościowej. Jednakże, 

dalsze badania tych cząsteczek i ich genów docelowych umożliwią głębsze zrozumienie sieci 

regulacyjnej, w której uczestniczą podczas procesu molekularnej odpowiedzi na stres 

biotyczny, wywołany infekcją Pt.  
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Przeprowadzone badania pozwoliły na sformułowanie następujących wniosków: 

 

1. Spośród wszystkich analizowanych genów w pracy P4, podobnie jak w publikacji P3, 

najwyższym poziomem ekspresji po porażeniu roślin przez Pt charakteryzował się gen 

kandydujący Lr46–Glu2. Wskazuje to na jego potencjalną rolę w procesach 

odpornościowych pszenicy. Przedstawione wyniki ekspresji tego genu stanowią  ważną 

podstawę do dalszych analiz funkcjonalnych tego genu.  

2. W przypadku genu kandydującego Lr46-Glu2 wzrost ekspresji nastąpił w 24 i 48 hpi,  

zdecydowanie przekraczając poziom sprzed inokulacji (P3). 

3. Podobieństwo w profilu ekspresji Lr34 w formie donorowej Glenlea zaobserwowano u 

większości form mieszańcowych, gdzie najwyższa ekspresja genu Lr34 nastąpiła w 24 

i 48 hpi. 

4. Poziom ekspresji genu Lr67 był zróżnicowany pomiędzy badanymi pokoleniami 

pszenicy, wykazując wysoki bazowy poziom ekspresji przed inokulacją Pt (0 hpi). 

5. Identyfikacja markerów molekularnych sprzężonych z allelami genów odporności 

(Lr34, Lr46 oraz Lr67) i analiza ich ekspresji pozwoliła na wybranie odmiany Glenlea 

jako formy donorowej w krzyżowaniach z polskimi odmianami (P2 i P3). 

6. Przeprowadzone sekwencjonowanie Sangera umożliwiło scharakteryzowanie  

uzyskanych amplikonów i potwierdziło specyficzność zaprojektowanych starterów. 

7. Zaprojektowane startery do analiz RT-qPCR okazały się skuteczne w badaniu ekspresji 

wszystkich genów badanych, oprócz genu kandydującego Lr46-STr (P2, P3). 

8. Zaprojektowane startery do analiz RT-qPCR mogą zostać wykorzystywane w 

badaniach selekcyjnych podczas dalszych prac nad mechanizmami odporności genów 

typu APR oraz w programach hodowlanych pszenicy. 

9. Na podstawie wyników specyficzności starterów i stabilności ekspresji badanych 

genów referencyjnych (TUBβ, ARF, RLI, EF2-1) wybrano dwa (TUBβ oraz ARF), które 

pozwoliły na poprawną analizę ekspresji badanych genów APR (P2, P3, P4).  

10. Analiza reakcji miRNA na inokulację grzybem Pt wskazuje na aktywację ekspresji 

cząsteczki tae-miR9653b oraz możliwość blokowania ekspresji genu Lr34 w badanych 

punktach czasowych (P1, P2, P4). 

11. Analiza reakcji miRNA na inokulację grzybem Pt wskazuje na aktywację ekspresji 

cząsteczki tae-miR5384-3p oraz udział tej cząsteczki w modulacji odpowiedzi 

immunologicznej pszenicy (P3, P4). 
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12. Zgodnie z danymi literaturowymi, cząsteczka tae-miR164 bierze udział odpowiedzi na 

stresy biotyczne. Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej 

potwierdzają udział  w odpowiedzi odpornościowej tae-miR164 na inokulację grzybem 

Pt oraz możliwą modulację ekspresji genu Lr46-RLK3 (P3).  
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