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1. Wykaz stosowanych skrótów 

× - krzyżowanie 

µ - mikro (10-6), przedrostek jednostki miary w układzie SI, oznaczający mnożnik 0,000 

001 = 10-6 (jedna milionowa) 

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

CAPS – (ang. Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) fragmenty restrykcyjnie 

amplifikowanych sekwencji 

CE – (ang. Crossing Efficiency) efektywność krzyżowania  

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

Międzynarodowy Ośrodek Uszlachetniania Kukurydzy i Pszenicy 

cM – centymorgan, jednostka dystansu genetycznego w oparciu o częstotliwość 

rekombinacji 

COBORU – Centralny Ośrodek Badań Odmian Roślin Uprawnych   

Coss. – Ernest Saint-Charles Cosson 

CTAB – bromek heksadecylotrimetyloamoniowy 

DAPI – 4’-6-diamidyno-2-fenyloindol 

Desf. – René Desfontaines 

DH – (ang. double haploid) podwojone haploidy 

DIG - digoxygenina-11-dUTP 

DNA – (ang. deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy  

f. sp. – Formae specialis 

F1 – (łac. filia = córka, filius = syn) pierwsze pokolenie potomne 

FAO – (ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations) Organizacja 

Narodów Zjednoczonych do spraw Wyżywienia i Rolnictwa 

FISH – (ang. Fluorescence in situ Hybridization) fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 

GISH – (ang. Genomic in situ Hybridization) genomowa hybrydyzacja in situ 
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GUS – Główny Urząd Statystyczny 

ISH – (ang. in situ Hybridization) hybrydyzacja in situ 

Kom. osob. – komunikacja osobista 

L. – Karol Linneusz 

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

LTN – (ang. Leaf Tip Necrosis) nekroza wierzchołków liści 

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

P. – (łac. Puccinia) rodzaj grzybów z rodziny rdzowatych 

PBS – buforowana fosforanem sól fizjologiczna (pH 7,4) 

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

Pm – (ang. powdery mildew) gen odporności na mączniaka prawdziwego  

pz – par zasad 

RNaza – rybonukleaza 

sdH2O – sterylna woda destylowana 

SDS – (and. Sodium Dodecyl Sulphate) siarcan dodecylu sodu  

sp. – (łac. species) gatunek 

ssp. – (łac. subspecies) podgatunek 

SSC – roztwór cytrynianu sodu i soli fizjologicznej 

SSR – (ang. Simple Sequence Repeats) amplifikowane sekwencje mikrosatelitarne 

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

var. – (łac. varietas) odmiana 

Yr – (ang. Yellow rust) geny odporności na rdzę żółtą 

  



9 

 

2. Wprowadzenie 

 

2.1. Pszenżyto – filogenza, wykorzystanie i znaczenie  

Pszenżyto (×Triticosecale Wittmack) jest sztucznie otrzymanym allopoliploidem 

powstałym poprzez skrzyżowanie pszenicy (Triticum spp.) z żytem (Secale cereale L.). 

Celem stworzenia pszenżyta było otrzymanie zboża łączącego doskonałe cechy 

jakościowe pszenicy ze zdolnościami adaptacyjnymi, wigorem i tolerancją lub 

odpornością na abiotyczne i biotyczne stresy charakteryzujące żyto.  Pierwsze, sterylne 

mieszańce zostały uzyskane pod koniec XIX wieku (Wilson 1873). Proces hodowli 

pszenżyta stał się możliwy na początku XX wieku, gdy opracowano techniki embryo 

rescue oraz metody indukcji podwojonych haploidów (DH) z użyciem kolchicyny 

(Blakeslee i Avery 1937, Laibach 1925). Najczęściej spotykane są formy heksaploidalne 

(AABBRR). Pszenżyta oktaploidalne (AABBDDRR), które określa się mianem 

pierwotnych, wykazują lepsze właściwości jakościowe, jednak cechują się 

niestabilnością genetyczną i sterylnością kwiatostanów (Mergoum i in. 2009). Pszenżyta 

tetraploidalne (AARR) również wykazują sterylność kwiatostanów (Simmonds 1976).  

Pszenżyta powstałe poprzez pierwsze krzyżowania pszenicy z żytem, bez kolejnych 

hybrydyzacji, nazywane są pszenżytami pierwotnymi. W proces powstawania pszenżyta 

pierwotnego zaangażowane było International Maize and Wheat Improvement Center 

(CIMMYT), a także krajowe programy hodowlane we Wschodniej i Zachodniej Europie, 

Australii, Chinach i Kanadzie. W hodowli pszenżyta pierwotnego pojawiało się jednak 

wiele problemów takich jak: częściowa sterylność kwiatów, zasychanie ziarniaków, niski 

plon i słaba adaptacja roślin. Ze względu na to, hodowcy skupili się na uzyskaniu 

pszenżyta wtórnego, poprzez krzyżowanie różnych pszenżyt pierwotnych oraz 

krzyżowania wsteczne z pszenicą (Mergoum i in. 2009, Randhawa i in. 2015). 

W Polsce próby hodowli pszenżyta ozimego podjęto już w XIX wieku. W 1902 

roku ukazał się po polsku podręcznik zatytułowany Hodowla i uszlachetnianie roślin 

gospodarskich. Był on owocem wieloletnich badań prof. Antoniego Sempołowskiego.  

W tej wielce nowatorskiej, jak na owe czasy książce (niektóre przemyślenia zachowały 

aktualność do II połowy XX wieku), autor zwracał m.in. uwagę na możliwość 

krzyżowania pszenicy z żytem (Sempołowski 1902). Dzięki inspiracji Profesora Polska 

stała się krajem pionierskim w hodowli i uprawie pszenżyta, bo tak nazwano tę 
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mieszańcową formę. Wieloletnie badania pozwoliły na zarejestrowanie już przed II 

wojną pierwszej odmiany pszenżyta (Kruszynkowskie). Odmiany przeznaczone do 

produkcji towarowej zaczęły powstawać w Polsce dopiero na początku lat 80 XX w. 

Prekursorową odmianą zarejestrowaną w 1982 roku było ‘Lasko’, które – ze względu na 

swoją wysoką skłonność do wymarzania – przeznaczone było na cele eksportowe 

(Arseniuk i in. 2003). Od czasu pojawienia się pierwszych odmian pszenżyta 

powierzchnia zasiewu uprawy na świecie wzrasta z roku na rok. Obecnie w Krajowym 

Rejestrze COBORU (Centralny Ośrodek Badania Odmian Roślin Uprawnych) 

zarejestrowane są 43 odmiany pszenżyta ozimego oraz 17 odmian pszenżyta jarego 

(COBORU). Pszenżyto stanowi 12,9% wszystkich zasiewów w Polsce, a średni plon tej 

uprawy w 2020 roku wyniósł 4,46 t/ha (GUS). Na świecie w 2020 roku wyprodukowano 

ponad 15 mln ton pszenżyta, a powierzchnia zasiewu wyniosła prawie 4 mln ha. 

Głównymi producentami pszenżyta była Polska (6 mln ton), Niemcy (2 mln ton), Białoruś 

(1,5 mln ton), Francja (1,2 mln ton)  i Hiszpania (800 tys. ton) (FAO). 

Pszenżyto jest gatunkiem uprawnym o ugruntowanej pozycji na arenie 

międzynarodowej i jest wykorzystywane głownie na paszę dla zwierząt gospodarskich, 

w szczególności dla drobiu i trzody chlewnej, w postaci ziarna, ale także jako roślina 

wypasowa. Wykazano, że białko pszenżyta charakteryzuje się korzystniejszym układem 

aminokwasowym i jest lepiej przyswajalne przez zwierzęta niż białko żyta i pszenicy 

(Arseniuk i Oleksiak 2002). Ponadto, współczesne odmiany pszenżyta są 

konkurencyjnym surowcem do produkcji bioetanolu i biogazu. Pszenżyto posiada układ 

enzymów autoamylolitycznych, który pomaga w konwersji dużych ilości skrobi w cukry 

fermentujące (McGoverin i in. 2011).  Ze względu na brak genomu D pszenicy, w którym 

zlokalizowane są najważniejsze geny warunkujące wartość technologiczną, pszenżyto 

charakteryzuje się niską wartością wypiekową. Prowadzono jednak badania składu 

chemicznego i cech fizycznych mąki z ziarna pszenżyta i wykazano, że mąka pszenżytnia 

może być z powodzeniem wykorzystywana do wyrobów ciastkarskich (Archemowicz  

i in. 2014). Jednym z głównych problemów w hodowli pszenżyta jest brak wystarczającej 

różnorodności genetycznej (Mergoum i in. 2004, Niedziela i in. 2016). Pszenżyto jest 

nowym gatunkiem uprawnym, który w porównaniu z innymi uprawami, takimi jak 

pszenica i jęczmień, nie przeszedł naturalnego procesu ewolucji i specjacji  (Mergoum  

i in. 2004). Wykazano, że większość plazmy zarodkowej pszenżyta jest genetycznie 

podobna (De Costa i in. 2007, Kuleung i in. 2006, Trebichalsky i in. 2013). Tams i in. 



11 

 

(2004) analizowali europejskie odmiany pszenżyta z 13 firm hodowlanych i wykazali, że 

plazma zarodkowa genotypów charakteryzowała się zmiennością wynoszącą zaledwie 

15,3%. Jedną z metod poszerzania różnorodności genetycznej pszenżyta może być 

introgresja chromatyny spokrewnionych gatunków, takich jak pszenica.  

2.2. Choroby grzybowe w uprawie pszenżyta 

Pszenżyto początkowo charakteryzowało się wysoką odpornością na choroby  

w porównaniu z pszenicą, jednak wraz z rosnącą powierzchnią uprawy pojawiały się 

nowe rasy w populacjach patogenów (Arseniuk 1996, Mergoum i in. 2004, 2009). 

Pszenżyto jest corocznie porażane przez to samo spektrum patogenów, co jego formy 

wyjściowe – pszenica i żyto (Audenaert i in. 2014). Rdza źdźbłowa, powodowana przez 

Puccinia graminis f. sp. tritici, została uznana za pierwszą chorobę pszenżyta w Australii, 

która wystąpiła w skali epidemii (Arseniuk 1996). Obecnie do głównych zagrożeń 

biotycznych w uprawie pszenżyta należą choroby powodowane przez patogeny grzybowe 

Puccinia sp., Septoria sp., Blumeria graminis oraz Fusarium sp. a także bakterie 

Xanthomonas sp. i Pseudomonas sp. (Arseniuk 1996, Mergoum i in. 2004, 2009, 2019, 

Sapkota 2015, Sapkota i in. 2018).  

Rdza brunatna jest najczęstszą i najbardziej rozpowszechnioną chorobą, atakującą 

zboża na całym świecie (Cliford 1985, Park i in. 2015). Rdza brunatna na pszenżycie jest 

spowodowana przez patotypy obligatoryjnego patogena pszenicy Puccinia triticina 

Eriksson, które stały się zjadliwe wobec genotypów pszenżyta (Sodekiewicz i in. 2008, 

Mikhailova i in. 2009). Patogen P. triticina Erikss. należy do królestwa grzybów (Fungi), 

typu podstawczaki (Basidiomycota), klasy rdze (Pucciniomycetes), rzędu rdzowce 

(Pucciniales), rdzowate (Pucciniaceae) i rodzaju rdza (Puccinia) 

(http://www.indexfungorum.org/). 

P. triticina Erikss. jest makrocykliczną i heteroecyjną rdzą dwudomową, 

wytwarzającą pięć stadiów zarodników. Żywicielem ecjalanym, na którym rozwijają się 

bazydiospory i ecjospory są różne gatunki rutewki (Thalictrum) i zdrojówki (Isopyrum), 

jednak w Europie nie odgrywają one żadnej roli (Bolton i in. 2008). Żywicielem telialnym 

jest pszenica zwyczajna (T. aestivum L.), pszenica durum (T. turgidum L. var. durum), 

pszenica płaskurka (T. dicoccon (Schrank) Schübl.) i T. dicoccoides (Körn. ex Asch.  

i Graebn.) Schweinf., Aegilops speltoides Tausch., Ae. cylindrica i pszenżyto. Pierwsze 

objawy na liściach pojawiają się w maju lub czerwcu w postaci chlorotycznych plam,  
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a następnie w tym miejscu w ciągu 7–10 dni po inokulacji grzybnia rozrastająca się  

w tkance liścia powoduje powstawanie rdzawych uredinów z urediniosporami. 

Pomarańczowo-czerwone urediniospory są uwalniane, gdy uredinie rozrywają epidermę 

liści. Uredinia mogę się tworzyć także na pochwach liściowych, źdźbłach i kłosach. 

Urediniospory są przenoszone przez wiatr lub deszcz i osadzają się po obu stronach liścia 

pszenicy. Kiełkowanie zarodników następuje po 4–8 godz. w temperaturze 20°C  

i wilgotności 100% (Hu i Rijkenberg 1998, Zhang i Dickinson 2001, Zhang i in. 2003), 

ale zarodniki mogą zachować żywotność przez 1–3 dni (Allen 1926). Patogen zimuje  

w postaci urediniospor lub grzybni w oziminach, samosiewach lub trawach (Bolton i in. 

2008). W miarę dojrzewania rośliny żywicielskiej i rozwoju infekcji, w urediniach 

powstają dikariotyczne, brązowoczarne, dwukomórkowe teliospory, o grubych, gładkich 

ściankach. W klimacie śródziemnomorskim teliospory pozwalają rdzy przetrwać gorące 

i suche lata, aby jesienią zainfekować alternatywnych żywicieli.  

Straty plonu w wyniku infekcji P. triticina są zwykle wynikiem redukcji ciężaru 

ziarniaków oraz ich wypełnienia (Sayre i in. 1998, Woś i in. 1994) oraz pomarszczenia  

i ograniczenia zawiązywania ziarniaków (Roelfs 1992). Porażone zboża gorzej zimują, 

ze względu na gorsze rozkrzewienie systemu korzeniowego. Wykazano, że porażenie 

10% liści pszenżyta przez rdzę brunatną skutkuje do 3% straty plonu ziarna (Zhang i in. 

2010). W sprzyjających warunkach straty plonu powodowane przez patogena mogą 

wahać się od 15% (Roelfs i Bushnell 1985) do ponad 50%, jeśli infekcja występuje we 

wczesnych stadiach wzrostu (Huerta-Espino i in. 2011).  

2.3. Hodowla odpornościowa zbóż 

Obecnie, jedną z najskuteczniejszych i najbardziej przyjaznych dla środowiska 

metod zwalczania chorób jest hodowla odmian odpornych (Dinh i in. 2020). W pszenicy 

skatalogowano ponad 100 genów i alleli odporności na rdzę brunatną, które oznaczane są 

symbolem Lr (ang. Leaf rust), ok. 130 alleli genów warunkujących odporność na rdzę 

żółtą (Yr, ang. Yellow rust) oraz ponad 140 alleli genów odpowiadających za odporność 

na mączniaka prawdziwego (Pm, ang. Powdery mildew) (McIntosh i in. 2019).  

Geny odporności można sklasyfikować w dwóch grupach. Do pierwszej grupy 

należą geny zapewniające odporność rasowo-specyficzną, czyli główne geny odporności 

indukujące odporność pionową „gen na gen” (Flor 1971). Geny te zapewniają roślinom 

odporność przez cały cykl wegetacyjny, stąd ten typ odporności nazywany jest 
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odpornością w stadium siewki (ang. seedling resistance). Geny główne są skuteczne 

jedynie w przypadku danych ras fizjologicznych patogenów. Ekspresja genów występuje 

w przypadku jednoczesnej obecności genu efektorowego awirulencji (Avr) w genotypie 

patogena i genu odporności w roślinie. Działanie genu objawia się reakcją 

nadwrażliwości rośliny na infekcję patogena (Bolton i in. Kolmer, i Garvin 2008). 

Obecnie większość z genów odporności na choroby w pszenicy jest rasowo-specyficzna. 

Populacja P. triticina Erikss. składa się z wielu ras o zróżnicowanym poziomie 

zjadliwości i charakteryzuje się częstymi mutacjami sekwencji genu Avr w organizmie 

patogena, która skutkuje brakiem rozpoznania przez gen główny rośliny-gospodarza 

(Dodds i Rathjen 2010). W związku z tym patogen może szybko przystosować się do 

porażenia odmian posiadających jeden lub wiele genów odporności, które wcześniej były 

skuteczne przeciwko rasom patogena występującym na danym terenie (McCallum i in. 

2014). Wykazano, że trwałość odporności pionowej jest odwrotnie proporcjonalna do 

zakresu jej stosowania w uprawach roślin (Parlevliet 1993). Geny rasowo-specyficzne 

zapewniają odporność odmianom zaledwie przez 5-7 lat, dlatego należy stale poszukiwać 

i wprowadzać do programów hodowlanych nowe źródła odporności (Kilpatrick 1975). 

Obecnie stosuje się wiele źródeł odporności warunkowanej genami głównymi i dąży się 

do ich piramidyzacji, czyli równoczesnego wprowadzania kilku genów w nowych 

odmianach (Kolmer 1996). 

Drugą grupę stanowią geny warunkujące odporność w stadium roślin dorosłej 

(APR, ang. Adult Plant Resistance), nazywanej także odpornością poziomą, rasowo-

niespecyficzną lub częściową. Zapewnia ona roślinom odporność przed wieloma rasami 

patogenów, w związku z tym charakteryzuje się większą trwałością w warunkach 

polowych (Van Ginkel i Rajaram 1993, Krattinger 2011). Ekspresja genów następuje  

w stadium rośliny dorosłej (Ellis i in. 2014). Odporność nie objawia się reakcją 

nadwrażliwości, jak w przypadku genów rasowo-specyficznych, ale obniżonym tempem 

rozwoju grzybów (Rubiales i Niks 1995, Risk i in. 2012). Ponieważ priorytetem 

większości programów hodowlanych zbóż na świecie jest obecnie osiągnięcie trwałej 

odporności na patogeny grzybowe, dlatego dobrą alternatywą dla genów rasowo-

specyficznych może być wprowadzanie do odmian odporności poziomej. W puli genowej 

pszenicy zidentyfikowano do tej pory osiem genów, które nadają trwałą odporność roślin 

dorosłych na liczne choroby grzybowe i opracowano dla nich markery molekularne.  

Geny te nazwano: Lr34 (=Yr18/Sr57/Pm38), Lr46 (=Yr29/Sr58/Pm39, Lr67 



14 

 

(=Yr46/Sr55/Pm46), Lr68, Lr74, Lr75, Lr77 i Lr78 (Suenaga i in. 2003, Singh i in. 1998, 

Hiebert i in. 2010, Herrera-Foessel i in. 2012, McIntosh i in. 2015, Singla i in. 2017, 

Kolmer i in. 2018a, Kolmer i in. 2018b). Tylko dwa geny zostały wizolowane: Lr34 

(Krattinger i in. 2009) i Lr67 (Moore i in. 2015). Ponieważ cechą charakterystyczną dla 

działania genów jest spowolnienie procesu infekcji patogena rdzy, nazywane są genami 

typu slow rusting (powolne rdzewienie). Ekspresja genów skutkuje częściową 

odpornością na wszystkie rasy patogenów grzybowych pszenicy wywołujących nie tylko 

rdzę brutnatną, ale także rdzę żółtą (P. striiformis f. sp. tritici Westend), rdzę źdźbłową 

(P. graminis f. sp. tritici Pers.) i mączniaka prawdziwego (Blumeria graminis Speer f. sp. 

tritici).  

Przedłożna rozprawa doktorska dotyczyła wprowadzenia do genomu pszenżyta loci 

trzech genów typu slow rust: Lr34, Lr46, Lr68. Do tej pory najbardziej poznanym jest 

gen Lr34 (opisywany także: Lr34/Yr18/Sr57/Pm38). Gen jest szeroko stosowany  

w hodowli odmian pszenicy na całym świecie, a jego odporność pozostaje skuteczna 

przez wiele lat pomimo zastosowania w rolnictwie na dużą skalę.  Gen koduje transporter 

wiążący ATP (tzw. ABC transporter – ATP Binding Cassette transporter) (Krattinger  

i in. 2009), czyli wielodomenowe białko błonowe, które wykorzystuje energię z hydrolizy 

ATP do translokacji substancji przez błonę komórkową organizmów żywych. Lr34 jest 

powszechnie występującym genem we wszystkich odmianach pszenicy heksaploidalnej, 

w różnych wariantach alelicznych: allel Lr34res – zapewniający odporność różni się od 

powszechnie występującego allelu Lr34sus trzema mutacjami SNP (ang. Single 

Nucleotide Polymorphism, polimorfizm pojedynczego nukleotydu) w intronie 4 oraz 

egzonach 11 i 12 sekwencji genu Lr34 (Krattinger i in. 2009). Największa efektywność 

genu następuje w temperaturze tj. 4-10°C, w stadium liścia flagowego oraz w stadium 

siewki (Risk i in. 2012).  W wysokich temperaturach efektywność genu obniża się 

(McIntosh i in. 1995). Gen wywodzi się prawdopodobnie z chińskich odmian lokalnych 

(Krattinger i in. 2009, Kolmer i in. 2008). Gen został zidentyfikowany w kilku odrębnych 

grupach materiału genetycznego, np. w liniach CIMMYT i europejskiej plazmie 

zarodkowej pszenicy ozimej, na przykład odmianie ‘Frontana’, która została opracowana 

w  Brazylii, lub włoskiej odmianie ‘Mentana’ (Kolmer i in. 2013).  

Gen Lr46 (opisywany także jako Lr46/Yr29/Sr58/Pm39) również zapewnia 

częściową odporność roślin dorosłych na rdzę brunatną oraz rdzę żółtą od ponad 60 lat 

(Kolmer 2015). Gen został po raz pierwszy opisany w odmianie ‘Pavon 76’  
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i zlokalizowany na długim ramieniu chromosomu 1B (Singh i in. 1998 ). Efekt genu Lr46 

jest podobny, ale mniejszy w porównaniu z Lr34 w roślinach dorosłych (Martinez i in. 

2001). Lagudah (2011) wskazał, że gen Lr46 jest bardziej efektywny w chłodniejszych 

środowiskach, a obecność innych genów Lr może wpływać na ekspresję Lr46. William  

i in. (2003) stwierdzili, że Lr46 jest powiązany lub plejotropowy z genem odporności na 

rdzę żółtą Yr29. Określono również, że genotypy pszenicy z genem Lr46 posiadają gen 

odporności na rdzę źdźbłową Sr58 (Singh i in. 2013) oraz gen odporności na mączniaka 

prawdziwego (Pm39) (Lillemo i in. 2008).  

Herrera-Foessel i in. (2012) zidentyfikowali kolejny gen APR, Lr68 w odmianie 

pszenicy ‘Parula’. Gen został zmapowany w specyficznym obszarze bogatym w geny na 

chromosomie 7BL pomiędzy locus Psy1-1 (gen warunkujący żółte bielmo) a markerem 

molekularnym Xgwm146. Gen prawdopodobnie pochodzi z brazylijskiej odmiany 

pszenicy ‘Frontana’, która jest znana z APR na P. triticina ze względu na obecność genu 

Lr34 i 2–3 dodatkowych niezidentyfikowanych genów typu slow rusting (Singh  

i Rajaram 1992). Lillemo i in. (2011) wykazali, że działanie Lr68 w uprawach zbóż na 

terenie Urugwaju i Argentyny było silniejsze niż Lr34.  

Ponadto z obecnością genów związana jest nekroza wierzchołków liści LTN (ang. 

Leaf Tip Necrosis), warunkowana przez geny Ltn1 i Ltn2. Jest to proces podobny do 

starzenia, który rozwija się głównie w liściach flagowych dorosłych roślin pszenicy  

i może być wykorzystywany jako marker morfologiczny dla genów typu slow rusting 

(Singh 1992, Krattinger i in. 2009).   

2.4. Techniki molekularne i cytogenetyczne w hodowli  

W komercyjnej hodowli pszenżyta stosuje się głównie tradycyjne metody 

hodowlane. Pszenżyto jest rośliną samopylną, lecz charakteryzuje się także pewnym 

sptopniem fakultatywnej obcopylności (0-60%). Przeniesienie obcych genów, 

warunkujących pożądane cechy, można osiągnąć poprzez wyprowadzanie linii 

translokacyjnych z wykorzystaniem krzyżowań oddalonych, a następnie krzyżowań 

wstecznych (Lelley 2006, Randhawa i in. 2015). W celu ulepszania pszenżyta mogą być 

wykorzystywane także nowoczesne techniki hodowlane takie jak: selekcja wspomagana 

markerami MAS (ang. Marker-Assisted Selction), genomowa hybrydyzacja in situ GISH 

(ang. Genomic in situ Hybridization) , technika podwojonych haplioidów (DH) i techniki 

inżynierii genetycznej.  
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Stosowanie markerów molekularnych nie tylko skraca cykl hodowlany, ale jest 

również bardziej efektywne, głównie dlatego, że wyeliminowany zostaje wpływ 

czynników środowiskowych na wyniki analiz (Mergoum i in. 2009). Obecnie dostępność 

markerów molekularnych dla pszenżyta jest ograniczona, ale wiele markerów 

molekularnych pszenicy i żyta zostało zaadoptowanych do analiz genomu pszenżyta, 

dlatego metody mogą być stosowane także w pszenżycie (Mergoum i in. 2019).  

W literaturze dostępnych jest szereg markerów molekularnych używanych do 

identyfikacji loci wyżej opisywanych genów typu slow rusting w pszenicy.  

Multipleksowa reakcja łańcuchowa polimerazy (PCR) jest wariantem PCR,  

w którym w tej samej reakcji amplifikowane są produkty charakterystyczne dla różnych 

loci. Od czasu pierwszej publikacji w 1988 r. (Chamberlain i in. 1988) metoda ta była  

z powodzeniem stosowana w wielu obszarach badań DNA, w tym w analizach delecji 

(Henegariu i in. 1994), mutacji (Shuber i in. 1993), polimorfizmów (Mutirangura i in. 

1993), w testach ilościowych (Mansfield i in. 1993), a także w identyfikacji genów 

odporności na choroby zbóż (Tomkowiak i in. 2019, Sumíková i Hanzalova 2010). 

Zastosowanie metody typu multipleks PCR do jednoczesnej identyfikacji wielu genów 

pozwala na skrócenie czasu i ograniczenie kosztów procesu wyboru komponentów do 

krzyżowań.  

Jedną z najważniejszych analiz po uzyskaniu roślin mieszańcowych jest analiza 

cytogenetyczna w celu poznania struktury genomowej mieszańców. Przełomem było 

opracowanie metod hybrydyzacji kwasów nukleinowych in situ (ISH, ang. in situ 

hybridization) polegającej na połączeniu metod cytogenetycznych i molekularnych. 

Technika polega na łączeniu sondy, czyli wyznakowanego jednoniciowego DNA lub 

RNA z komplementarnymi sekwencjami w komórce. W wyniku hybrydyzacji możliwa 

jest fizyczna lokalizacja sekwencji DNA na chromosomach mitotycznych lub 

mejotycznych oraz jądrach interfazowych na preparatach cytogenetycznych. U roślin 

fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) została po raz pierwszy zastosowana w 1985 

roku na materiale pozyskanym z pszenicy (Rayburn i Gill 1985). Genomowa 

hybrydyzacja in situ (GISH) stanowi modyfikację metody FISH, w której sondę stanowić 

może całkowite genomowe lub subgenomowe DNA. Z wykorzystaniem metody GISH 

możliwa jest identyfikacja chromosomów pochodzących od różnych komponentów 

użytych w krzyżowaniach. Metoda GISH została po raz pierwszy wykorzystana na 

materiale roślinnym przez Schwarzecher i in. (1989).   
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3. Hipoteza badawcza i cel pracy doktorskiej 

Jak wykazano we wprowadzeniu, ze względu na powiększającą się powierzchnię 

uprawy pszenżyta i pojawianie się nowych zjadliwych ras patogenów, obecnie konieczne 

jest wprowadzanie nowych skutecznych genów odporności na choroby pszenżyta, w celu 

ograniczania rozwoju patogena i zmniejszania ilości stosowanych środków ochrony 

roślin. W związku z tym hipoteza badawcza zakładała, że istnieje możliwość poszerzenia 

puli genowej pszenżyta o geny typu slow rusting, zapewniające rasowo-niespecyficzną 

odporność na rdzę brunatną (powodowaną przez Puccinia triticina Erikss.) przy 

wykorzystaniu technik kontrolowanego krzyżowania. 

Badania obejmowały: 

1) Identyfikację genów odporności horyzontalnej na rdzę brunatną  

w zgromadzonych 73 genotypach pszenicy zwyczajnej (T. aestivum L.), 

2) Opracowanie metod typu multipleks PCR do jednoczesnej identyfikacji loci 

genów Lr34, Lr46, Lr68 w różnych wariantach, 

3) Identyfikację locus genu Lr46 w wybranych odmianach pszenżyta (×Triticosecale 

Wittmack) przy użyciu markerów molekularnych Xwmc44 oraz csLV34G22 oraz 

markera morfologicznego LTN, 

4) Wyprowadzenie roślin mieszańcowych pszenica – pszenżyto poprzez 

kontrolowane krzyżowanie dwóch odmian pszenżyta z 33 genotypami pszenicy, 

5) Ocena uzyskanych mieszańców F1 przy użyciu markerów molekularnych oraz 

genomowej hybrydyzacji in situ (GISH), 

6) Ocena przydatności dostępnych w literaturze markerów molekularnych do 

identyfikacji locus genu Lr46 w pszenicy.  

Przeprowadzone badania miały na celu ocenę możliwości przeniesienia loci 

genów warunkujących odporność horyzontalną na rdzę brunatną z pszenicy zwyczajnej 

(T. aestivum L.) do pszenżyta (×Triticosecale Wittmack.) oraz opracowanie warunków 

reakcji typu multipleks PCR, które mogłyby skrócić czas analiz i ich kosztochłonność  

w aspekcie zastosowana w hodowli komercyjnej. Celem pośrednim pracy było 

opracowanie metod pozwalających na wybór materiałów do krzyżowań, a także ocenę 

uzyskanych roślin mieszańcowych pod względem przeniesienia chromosomów lub 

fragmentów chromatyny z pszenicy do pszenżyta. Cele zostały zrealizowane przy użyciu 

markerów molekularnych, cytogenetyki molekularnej oraz technik kontrolowanego 

krzyżowania oddalonego.    
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4. Materiał i metody 

4.1. Materiał badawczy 

Materiał badawczy stanowiło 14 odmian pszenżyta ozimego oraz 6 odmian 

pszenżyta jarego (×Triticosecale Wittmack), które jest obecnie zarejestrowane  

w Krajowym Rejestrze COBORU (Tab. 1). Większość odmian jest corocznie polecana 

do uprawy na terenie Polski w zależności od regionu. Do badań użyto ponadto 2 genotypy 

pszenicy ozimej oraz 71 genotypów pszenicy jarej (Triticum aestivum L.), która według 

danych literaturowych oraz analizy rodowodowej może być źródłem różnych genów typu 

slow rusting (Tab. 2).    

Ziarniaki pszenicy pozyskano z National Small Grains Germplasm Facility, 

National Small Grains Colletion w Aberdeen, Idaho, USA. Ziarniaki pszenżyta uzyskano 

z firmy nasiennej DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o. w Choryni. 

  Materiał referencyjny dla genów typu slow rusting w analizach molekularnych 

stanowiły następujące genotypy pszenicy: ‘Lr34’ (dla genu Lr34), ‘Pavon 76F’ (Lr46) 

oraz ‘Parula’ (Lr68).  

Tabela 1. Odmiany pszenżyta ozimego (Triticosecale Witt.) uzyskane z firmy nasiennej 

DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o. w Choryni.  

Lp.  Odmiana Odporność na 

rdzę brunatną (1-

9)* 

Odporność na 

rdzę żółtą (1-9)* 

Lp.  Odmiana Odporność na 

rdzę brunatną (1-

9)* 

Odporność na 

rdzę żółtą (1-9)* 

1. Avocado 8.3 8.2 11. Subito 8.1 7.5 

2. Belcanto 8.6 8.7 12 Trapero 8.3 8.4 

3. Dolindo 8.5 8.0 13. Trismart 6.8 6.8 

4. Fredro 7.5 7.5 14. Twingo 8.0 8.3 

5. Kasyno 8.5 8.8 15. Dublet 7.5 8.5 

6. Maestozo 8.3 7.3 16. Mamut 8.3 8.7 

7. Orinoko 8.2 7.8 17. Mazur 8.2 8.5 

8. Pizarro 8.0 8.4 18. Puzon 8.3 8.1 

9. Porto 8.5 8.3 19. Santos 8.4 8.5 

10. Rotondo 8.0 6.5 20. Sopot 8.0 8.4 

*Ocena polowa odporności wg skali COBORU : 9 -  oznacza stan najkorzystniejszy,  

1 – stan najmniej korzystny. Dane pochodzą z badań PDO (Porejestrowe 

Doświadczalnictwo Odmianowe) z lat 2016-2018 (Drażkiewicz 2019). 
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Tabela 2. Genotypy pszenicy zwyczajnej (T. aestivum L.) stanowiące materiał badawczy w cyklu publikacji wraz z wykazem pochodzenia, 

rodowodem oraz postulowanymi loci genów typu slow rusting na podstawie literatury.  

Lp. Genotyp 
Numer 

identyfikacyjny  
Pochodzenie Rodowód (https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/search.aspx) 

Postulowane loci genów 

typu slow rusting 

1. Ceruga-4 PI 560118 USA, Georgia Coker 916//Tyler/Buck Manantial Lr46 

2. San Martin PI 116314 Argentyna, Buenos Aires Americano 25E/Pelon 33C Lr46 

3. H 51 PI 191925 Argentyna, Buenos Aires Americano 25e/Favorito//Universal Lr46 

4. Artigas PI 192535 Urugwaj Americano 25E/Americano 26N Lr46 

5. Larranaga PI 191713 Urugwaj Americano 25e/Pelon 33c Lr46 

6. ProINTA Imperial  PI 674008 USA, Kalifornia Buck Manantial/ProINTA Imperial//*6 ProINTA Imperial Lr46 

7. NP 818 PI 422294 Indie, Delhi Democrat/C 518//Spaldings Prolific/NP 114/3/E 220 (Kenya C10854) Lr46 

8. Buck Manantial PI 344455 Argentyna, Buenos Aires Rafaela MAG/Buck Quequen Lr46 

9. Janz PI 591910 Australia, Queensland 3AG3/4*Condor//Cook Lr34  

10. 7536K-51A4 PI 553001 Kanada, Saskatchewan Willet/McMurachy//Glenlea Lr34, Lr46 

11. 7531-V3D PI 552994 Kanada, Saskatchewan Glenlea/NB313 Lr34, Lr46 

12. Jacui PI 520498 Brazylia, Rio Grande do Su S 8/Toropi Lr34, Lr46  

13. P8802-C1*3A2C16 PI 596351 Kanada, Saskatchewan Benito*6/Glenlea//Benito Lr34 

14. P8802-C1*3A2A2U PI 596350 Kanada, Saskatchewan Benito*6/Glenlea//Benito Lr34  

15. HD 2329 PI 648391 Indie, Delhi HD 1962/E 4870//K 65/3/HD 1553/UP 262 Lr34, Lr46 

16. K494 PI 250413 Pakistan – Lr67 

17. Glenlea CItr 17272 Kanada, Manitoba Pembina*2/Bage//CB 100 CB 100 = Sonora 64/Tezanos Pintos Precoz//Nainari 60 Lr34 ,Lr46 

18. Artigas PI 73046 Urugwaj Americano 25E/Americano 26N Lr46 

19. Amurskaya 90 PI 592036 Rosja, Amurskaja oblast' Glenlea/Altair 12 Lr34, Lr46 

20. Lerma Rojo Cltr 13651 Meksyk, Ciudad de México Lerma 50/Yaqui 48//Mario Escobar*2/Supremo 211 Lr34, Lr46 

21. 363-11 PI 527696 Kanada, Saskatchewan PI 191320/Glenlea Lr46 

22. 256-3 PI 527695 Kanada, Saskatchewan PI 191320/Glenlea Lr46 

23. NP 846 PI 322263 Indie, Dehli Rio Negro/NP 760 Lr46, Lr67 

24. 75M-505-001-001 PI 556464 Kanada, Alberta Bluebird sib/Tobari 66/4/Toropi//Ciano 67/Inia 66 sib/3/Ciano 67/Inia 66 sib Lr34, Lr46  

25. 7531-AP5A PI 552997 Kanada, Saskatchewan Glenlea/NB313 Lr34, Lr46,  

26. 7531-AG5B PI 552996 Kanada, Saskatchewan Glenlea/NB313 Lr34, Lr46,  

27. 7531-AG5A PI 552995 Kanada, Saskatchewan Glenlea/NB313 Lr34, Lr46,  

28. CM 46725-3P-1P-3P-2P PI 520562 Meksyk, Ciudad de México Zopilote sib/4/Toropi//Ciano/Noroeste 66/3/Bluebird/Ciano/5/Ciano sib/3/Penjamo 

62//Gallo/Bluetit/6/Pavon sib 

Lr34, Lr46  

29. Cook PI 442900 Australia, Queensland Timgalen/Condor sib//Condor Lr34 

30. PAT 7219 PI 422416 Brazylia, Rio Grande do Sul S12/J9280–67//Nobre/Toropi Lr34, Lr46  

31. HI 617 PI 422283 Indie selection from C306 Lr46, Lr67 

32. Oxley PI 386167 Australia, Queensland Penjamo 62/4*Gabo 56//Tezanos Pintos Precoz/Nainari 60/4/2* Lerma Rojo//Norin 10/Brevor 

14/3/3*Andes; sister line of Condor ; "Norin 10/Brevor 14" = CItr 13253, Norin 10/Brevor, Sel. 14 

Lr34, Lr46 

33. NP 718 PI 322236 Indie, Delhi NP 52/NP 165 Lr46, Lr67 

34. San Martin PI 104137 Argentyna, Buenos Aires Americano 25E/Pelon 33C Lr46 

35. A99AR PI 600923 USA, Minnesota Glenlea/Zaragoza Lr34, Lr46 

36. Klein San Martin PI 191884 Argentyna, Buenos Aires Americano 25E/Pelon 33C Lr46 
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Tabela 2. Ciąg dalszy.  

Lp. Genotyp 
Numer 

identyfikacyjny 
Pochodzenie Rodowód (https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/search.aspx) 

Postulowane loci genów 

typu slow rusting 

37. H 51 PI 184512 Argentyna, Buenos Aires Americano 25e/Favorito//Universal Lr46 

38. San Martin PI 117500 Argentyna, Buenos Aires Americano 25E/Pelon 33C Lr46 

39. San Martin Cltr 8437 Argentyna, Buenos Aires Americano 25E/Pelon 33C Lr46 

40. Record Cltr 8399 Argentyna, Buenos Aires Americano 26N/Americano 25E Lr46 

41. Frontana Cltr 12470 Peru, Junin Fronteira/Mentana Lr34, Lr46 

42. Chris Cltr 13751 USA, Minessota Kenya 58/Newthatch//Thatcher/3/Frontana/Thatcher Lr34 

43. ROD PI 191772 Portugalia - Lr34 

44. Frontana 3671 PI 193932 Kolumbia, Cundinamarca - Lr34, Lr46 

45. Frontana LF 320 PI 193933 Kolumbia, Cundinamarca - Lr34, Lr46 

46. Frontana LF 321 PI193934 Kolumbia, Cundinamarca - Lr34, Lr46 

47. Fronthatch-1 PI 290745 Kenia, Rift Valley Frontana/Kenya 58//Newthatch Lr34, Lr46 

48. Fronthatch-2 PI 297014 Kenia, Rift Valley Frontana/Kenya 58//Newthatch Lr34, Lr46 

49. Fronthatch-3 PI 299419 Kenia, Rift Valley Frontana/Kenya 58//Newthatch Lr34, Lr46 

50. Toropi PI 344200 Brazylia, Rio Grande do Sul Petiblanco 8//Frontana 1971.37/Quaderna Lr34, Lr46 

51. Fortaleza PI 351779 Brazylia, Rio Grande do Sul Colonista/Frontana Lr34, Lr46 

52. Sparrow PI 519725 Meksyk, Mexico City Frontana/Mida/3/Kenya 117A//2*Copifen/4/Sonora 64//Klein Rendidor/Ciano sib/5/Lerma Rojo 

64*2/Sonora 64 

Lr34, Lr46 

53. Pavon F76 PI 519847 Meksyk, Mexico City Vicam//Ciano sib/Siete Cerros 66/3/Kalyansona/Bluebird Lr46 

54. Pavon 76 PI 520003 Meksyk, Mexico City Vicam//Ciano sib/Siete Cerros 66/3/Kalyansona/Bluebird  Lr46 

55. Pavon PI 520054 Meksyk, Mexico City Vicam 71//Ciano 67 sib/Siete Cerros 66/3/Kalyansona/Bluebird Lr46 

56. Pavon PI 520172 Meksyk, Mexico City Vicam 71//Ciano 67 sib/Siete Cerros 66/3/Kalyansona/Bluebird Lr46 

57. Myna PI 520334 Meksyk, Mexico City Nord Desprez/Wagga Wagga//Lee/Frontana/3/Newthatch/4/Tanori 71 resel Lr34, Lr46 

58. Junco PI 519947 Meksyk, Mexico City Bluebird/Gallo//Carpintero/3/Pavon sib Lr46 

59. Tanager PI 519878 Meksyk, Mexico City Siskin sib/Pavon 76 sib Lr46 

60. Parula PI 520340 Meksyk, Mexico City Frontana//Kenya Farmer/Newthatch/3/2*Federation//Kenya 350 ADC92/Gabo/4/Bluebird/Chanate Lr34, Lr46, Lr68 

61. Rayon 89 PI 591786 Meksyk, Mexico City Parula/Veery #6 Lr34, Lr46, Lr68 

62. Cumpas 88 PI 591786 Meksyk, Mexico City Parula/Veery #6 Lr34, Lr46, Lr68 

63. Mochis 88 PI 591791 Meksyk, Mexico City Parula/Veery #6 Lr34, Lr46, Lr68 

64. P8901-AP PI 613175 Kanada, Saskatchewan Laura/RL5801//5*Laura - 

65. P8901-AQ PI 613176 Kanada, Saskatchewan Laura/RL5801//5*Laura - 

66. Tlaxcala F2000 PI 619634 Meksyk, Mexico City Zacatecas VT74/Romoga F96 Lr34, Lr46 

67. Lr34 GSTR 433 Kanada, Manitoba Thatcher*6/Terenzio Lr34 

68. IWA8608696 PI 624623 Iran, Kordestan - Lr34 

69. Anza PI 638742 USA, California Lerma Rojo//Norin 10/Brevor/4/Yaktana 54//Norin 10/Brevor/3/3*Andes Lr34 

70. UC1110 PI 671999 USA, California GSTR 274 / 4* GSTR 13501 Lr34, Lr46 

71. Kern PI 672001 USA, California GSTR 274 / 4* PI612142+Yr5+2NS-2AS+Lr47 Lr34 

72. TX89D6435 PI 584759 USA, Texas Collin/Enano//TAM 200 Lr34, Lr46 

73. Purdue Cltr 13227 USA, Indiana Wabash//American Banner/Aniversario Lr34, Lr46 
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4.2 Metody badawcze 

4.2.1 Izolacja DNA przeznaczonego do analiz molekularnych  

DNA wyizolowano z liści 10-dniowych siewek przy użyciu kitu Gene MATRIX 

Plant & Fungi DNA Purification KIT (EURx Ltd., Polska) zgodnie z załączonym 

protokołem. Stężenie i jakość DNA określono za pomocą spektrofotometru DeNovix 

(DeNovix Inc., USA). Próby rozcieńczano buforem Elution (EURx Ltd, Polska) w celu 

uzyskania jednolitego stężenia 50 ng/µl.  

4.2.2 Analizy molekularne  

⎯ amplifikacja metodą multipleks PCR w celu jednoczesnej identyfikacji locus 

genów typu slow rusting  (Publikacje P1. i P2. wchodzące w skład cyklu 

publikacji rozprawy doktorskiej) 

W celu jednoczesnej identyfikacji locus genów Lr34, Lr46 i Lr68 zastosowano 

trzy markery molekularne: csLV34, Xwmc44 oraz csGS. Marker STS (ang. Sequence 

Tagged Sites) csLV34 mapuje 0,4 cM od genu Lr34, a sekwencja starterów jest 

następująca: csLV34F 5'-GTT GGT TAA GAC TGG TGA TGG -3'; csLV34R 5'- TGC 

TTG CTA TTG CTG AAT AGT -3' (Lagudah i in. 2006). Jak donosi literatura, wielkość 

amplifikowanego produktu w genotypach odpornych wynosi 150 pz (par zasad),  

a w przypadku genotypów podatnych 229 pz. Sekwencja starterów markera Xwmc44 to: 

WMC44F 5’-GGTCTTCTGGGCTTTGATCCTG-3’; WMC44R 5’-

GTTGCTAGGGACCCGTAGTGG-3’. Produktem tego markera typu SSR (ang. Simple 

Sequence Repeat) jest prążek o wielkości 242 pz w genotypach odpornych, a locus 

markera znajduje się 0,4 cM od genu Lr46 (Suenaga i in. 2003). Trzecim użytym do 

reakcji typu multipleks PCR markerem był dominujący marker STS o nazwie csGS  

i następującej sekwencji starterów: csGSF 5’-AAGATTGTTCACAGATCCATGTCA-

3;’ csGSR 5-’GAGTATTCCGGCTCAAAAAGG-3’. Wielkość amplifikowanego 

produktu dla odpornych genotypów to 385 pz. Marker znajduje się w odległości 1,2 cM 

od locus genu Lr68 (Herrera-Foessel i in. 2012).  

W skład mieszaniny reakcyjnej multipleks PCR wchodziło: 12,5 µl 2× PCR 

TaqNovaHs PCR Master Mix (Blirt), który zawierał 2× stężony bufor reakcyjny PCR,  

4 nM MgCl2, mieszaninę 1,6 nM dNTP (0,4 nM każde dNTP), 2 µl matrycy DNA  

(50 ng/µl), 6,5 µl wody do PCR, a także w zależności od wariantu połączonych w jednej 

reakcji markerów różne objętości starterów (Tab. 1.).  
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Tabela 3. Objętości starterów oraz mieszaniny reakcyjnej w poszczególnych wariantach 

multipleks PCR.  

Lp. 
Wariant mulitplex 

PCR 
Startery 

Objętość 

staterów  

Objętość mieszaniny 

reakcyjnej 

1 Lr34 + Lr46 

csLV34R 

csLV34F 

WMC44R 

WMC44F   

0,8 µl 

0,8 µl 

1,2 µl 

1,2 µl 

25 µl 

2 Lr34 + Lr46 + Lr68 

csLV34R 

csLV34F 

WMC44R 

WMC44F   

csGSR 

csGSF 

0,8 µl 

0,8 µl 

1,2 µl 

1,2 µl 

1 µl 

1 µl 

27 µl 

3 Lr46 + Lr68 

WMC44R 

WMC44F   

csGSR 

csGSF 

1,2 µl 

1,2 µl 

1 µl 

1 µl 

25,4 µl 

4 Lr34 + Lr68 

csLV34R 

csLV34F 

csGSR 

csGSF 

0,8 µl 

0,8 µl 

1 µl 

1 µl 

24,6 µl 

Profil reakcji multipleks PCR zmodyfikowano w odniesieniu do standardowego 

protokołu i przetestowano różne temperatury przyłączania starterów. Końcowa reakcja 

multipleks PCR w każdym z wariantów składała się z początkowej denaturacji w 94°C 

przez 5 min, a następnie 40 cykli (denaturacja, 94°C przez 45 s; przyłączanie starterów, 

60°C przez 30 s; elongacja, 72°C przez 1 min), następnie końcowej elongacja przez  

7 min w 72°C i przechowywania w 4°C. Reakcję przeprowadzono przy użyciu 

termocyklera Labcycler (SensoQuest GmbH).  

⎯ identyfikacja markerów molekularnych sprzężonych z genami Lr34 oraz 

Lr46 w genotypach pszenicy oraz otrzymanych z krzyżowania roślinach 

(Publikacja P4. wchodząca w skład cyklu publikacji rozprawy doktorskiej) 

W celu potwierdzenia obecności alleli związanych z genami typu slow rusting  

w genotypach pszenicy i otrzymanych z krzyżowania roślinach F1 wykorzystano markery 

csLV34 (Lagudah i in. 2005) sprzężony z genem Lr34 oraz Xwmc44 (Suenaga i in. 2003) 

i csLV46G22 sprzężone z genem Lr46. Marker CAPS (ang. Cleaved Amplified 

Polymorphic Sequences), jest ściśle sprzężony z genem Lr46 i metodyka została 
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udostępniona dzięki uprzejmości dr Evans’a Lagudah’a z CSIRO Plant Industry  

w Canberry w Australii (komunikacja osobista 2020). Objętość reakcji PCR wynosiła 20 

μl i składała się ze 1 µl (100 nM) każdego z dwóch starterów danego markera, 10 µl  

2× PCR TaqNovaHs PCR Master Mix (Blirt), 2 µl matrycy DNA (50 ng/µl), 6 µl wody 

do PCR. Profil reakcji PCR był taki sam jak w przypadku wyżej opisanego multipleks 

PCR, z temperaturą przyłączania starterów wynoszącą 50°C (dla markera csLV34), 61°C 

(Xwmc44) lub 64°C (csLV46G22). Produkty amplifikacji PCR markera csLV46G22 

trawiono enzymem restrykcyjnym BspEl w termocyklerze w 37°C przez godzinę 

(Lagudah, kom. osob. 2020, Ponce-Molina i in. 2018).  

⎯ amplifikacja metodą PCR w celu identyfikacji markerów csGS 

(niepublikowane dane) oraz Xwmc44 i csLV46G22 w genotypach pszenżyta 

(Publikacja P3. wchodząca w skład cyklu publikacji rozprawy doktorskiej) 

Z uwagi na braku genomu D w pszenżycie nie analizowano obecności genu Lr34 

znajdującego się na chromosomie 7DL. Istniało jednak przupuszczenie, że loci genów 

Lr46 (1BL) lub Lr68 (7BL) mogą być obecne w analizowanych odmianach pszenżyta.  

Materiał został przeanalizowany na obecnośc markerów csGS (Lr68) oraz Xwmc44  

i csLV46G22 (Lr46). Sekwencje starterów omówiono wyżej. Objętość mieszaniny 

reakcyjnej PCR wynosiła 25 µl i składała się z 12,5 µl 2x PCR TaqNovaHs PCR Master 

Mix (Blirt, Polska), 1 µl każdego startera (stężenie dla każdego startera wynosiło 100 

µM), 2 µl matrycy DNA i 6,5 µl wody do PCR. PCR zmodyfikowano na podstawie 

standardowego protokołu. Temperatura przyłączania starterów wynosiła 60°C dla csGS 

oraz 61°C dla Xwmc44 (Suenaga et al. 2003). Profil PCR modyfikowano na podstawie 

standardowego protokołu i końcowy profil był taki sam jak wyżej. 

⎯ amplifikacja metodą PCR markerów molekularnych Xwmc44, Xbarc80, 

Xgwm130 oraz csLV46G22 w celu porównania ich przydatności do 

identyfikacji locus genu Lr46 (publikacja P5. wchodząca w skład cyklu 

publikacji rozprawy doktorskiej) 

Do potwierdzenia obecności alleli związanych z Lr46 wykorzystano następujące 

markery molekularne: csLV46G22R, Xwmc44, Xgwm259 i Xbarc80. Marker 

mikrosatelitarny Xgwm259 mapuje około 20 cM dystalnie do Lr46 (Somers i in. 2004). 

Sekwencja starterów jest następujące: Xgwm259F 5' 

AGGGAAAAGACATCTTTTTTTTC i Xgwm259R 3' 5' CGACCGACTTCGGGTTC 3'. 
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Według literatury oczekiwany produkt powinien wynosić 105 pz. Locus mikrosatelitarny 

markera Xbarc80 mapuje 10–11 cm dystalnie do markera Xgwm259, a sekwencja jego 

starterów to: Barc80F 5' GCGAATTAGCATCTGCATCTGTTTGAG 3' i Barc80R 5' 

CGGTCAACCAACTACTGCACAAC 3'. Wielkość amplifikowanego produktu według 

Giffey i in. (2009) wynosi 100 pz, jednak według bazy MASwheat i przedstawionego tam 

elektroforogramu, oczekiwany produkt dla genotypu referencyjnego jest powyżej wzorca 

o wielkości 100 pz. Reakcję PCR przeprowadzono w objętości 20 µl, składającej się  

z 1 µl dwóch starterów (Sigma); 12,5 µL FastGene® Optima HotStart ReadyMix 

(NIPPON Genetics Europe GmbH), który zawiera mieszaninę FastGene® Optima DNA 

Polymerase (0,2 U na µl reakcji), FastGene® Optima Buffer (1×), dNTPs (0,4 mM 

każdego dNTP), MgCl2 (4 mM)  i stabilizatory; 2 µL matrycy DNA oraz wodę do PCR.  

Procedurę PCR zmodyfikowano w odniesieniu do standardowego protokołu. 

Temperatury przyłączania starterów dla poszczególnych markerów wynosiły 61°C dla 

Xwmc44 Suenaga i in. 2003), 56°C dla Xgwm259 (Cobo i in. 2019), 50°C dla Xbarc80 

(Griffey i in. 2009) oraz  64°C dla csLVG22R (Lagudah, kom. os. 2020). Metodyka 

dotycząca profilu reakcji PCR była taka sama jak w wyżej opisywanych podpunktach.  

⎯ rozdział elektroforetyczny oraz wizualizacja wyników (publikacje P1., P2., 

P3., P4., P5. wchodzące w skład cyklu publikacji rozprawy doktorskiej) 

Produkty amplifikacji w przypadku wszystkich analiz molekularnych 

przygotowano poprzez dodanie 0,5 µl Midori Green Direct (NIPPON Genetics EUROPE) 

do każdej probówki i rozdzielono przy użyciu 2% żelu agarozowego (SIGMA) w buforze 

1x TBE (BioShop) przy 100 V przez dwie i pół godziny. Do wizualizacji produktów PCR 

zastosowano system Molecular Imager Gel Doc™ XR UV z oprogramowaniem Biorad 

Bio Image™. 

4.2.3. Identyfikacja markera morfologicznego LTN (publikacja P3. wchodząca  

w skład cyklu publikacji rozprawy doktorskiej) 

Nekrozę wierzchołków liści LTN (ang. Leaf Tip Necrosis), będącą markerem 

morfologicznym dla genów typu slow rusting (Singh 1992, Krattinger i in. 2009) 

identyfikowano w dwudziestu odmianach pszenżyta w warunkach polowych w ogrodzie 

doświadczalnym Katedry Genetyki i Hodowli Roślin Uniwersytetu Przyrodniczego  

w Poznaniu. Zaobserwowano i oceniono dziesięć losowo wybranych liści flagowych 

danego genotypu, stosując wyniki dodatnie/ujemne (LTN+/LTN-).  
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4.2.4. Analiza żywotności ziaren pyłku (publikacja P4. wchodząca w skład cyklu 

publikacji rozprawy doktorskiej) 

Ocenę żywotności ziaren pyłku przeprowadzono na 33 genotypach pszenicy 

wyselekcjonowanych na bazie analiz molekularnych, które miały być dawcą pyłku do 

krzyżowań z odmianami pszenżyta. Ziarna pyłku wybarwiono 2% roztworem 

acetokarminu w glicerynie w proporcji 1:1. Ocenę żywotności pyłku przeprowadzono za 

pomocą mikroskopu Delta Genetic Pro (Delta Optical, Polska). Żywotność pyłku 

określono na podstawie stopnia wypełnienia ziaren cytoplazmą. Pyłek intensywnie 

wybarwiony (całkowicie wypełniony cytoplazmą) uznawano jako żywotny, a pyłek 

niewybarwiony lub częściowo wybarwiony (pusty lub częściowo wypełniony 

cytoplazmą) jako nieżywotny. W obrębie każdego genotypu analizowano ok. 200 ziaren 

pyłku. Następnie obliczano żywotność ziaren pyłku dzieląc sumę ziaren żywotnych przez 

całkowitą liczbę ziaren pyłku (żywotne i nieżywotne). Wyniki przedstawiono  

w procentach. 

4.2.5. Wyprowadzenie mieszańców F1 poprzez kontrolowane krzyżowanie 

(publikacja P4. wchodząca w skład cyklu publikacji rozprawy doktorskiej) 

Rośliny mieszańcowe F1 uzyskano w wyniku krzyżowania pszenżyta (rodzic 

żeński) z pszenicą (zapylacz) w szklarni Katedry Genetyki i Hodowli Roślin 

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. W tym celu wysiano 10 nasion z każdego 

genotypu w plastikowych doniczkach w pięciu powtórzeniach co dwa tygodnie w celu 

synchronizacji terminu dojrzałości znamion słupków form akceptorowych i terminu 

pylenia zapylaczy (pszenicy). Ponadto, dostosowywano termin kwitnienia komponentów 

ojcowskich poprzez przycinanie roślin, manipulowanie fotoperiodem, obniżanie 

(zastosowanie komory jarowizacyjnej) lub podwyższanie temperatury otoczenia. Nie 

dostosowywano natomiast terminu kwitnienia roślin matecznych, w celu ograniczenia 

negatywnego wpływu manipulacji na stopień wykształcenia ziarniaków mieszańcowych. 

Kwiaty roślin matecznych (pszenżyta) wykastrowano w celu uniknięcia samozapylenia 

stosując metodę Tschermaka (1921), polegającą na obcinaniu górnej części kłosków (1/3 

długości) wraz z ośćmi, rozchylaniu plewek, usunięciu kwiatów środkowych i usunięciu 

pylników. Termin kastracji wybierano na podstawie oceny morfologicznej roślin 

matecznych. Zabieg ten wykonywano u roślin, których kłosy były jeszcze w pochwach 

liściowych, a liść flagowy osadzony jest 3-5 cm ponad pochwą. W tym okresie rozwoju 
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rosliny pylnkiki mają barwę zieloną lub lekko żółtą Wykastrowane kwiaty liczono  

i zapylano świeżo zebranym pyłkiem pszenicy po upływie 3-6 dni od wykonania kastracji 

w okresie 3 miesięcy (kwiecień – czerwiec 2019 r.). Do krzyżowań wybierano dobrze 

rozwinęte znamiona słupków w momencie częściowego rozwierania się plewek, 

wywołanego przez napęcznienie łuszczek miodnikowych. Dojrzałe pylniki roślin 

ojcowskich zebrano do probówki i wymieszano, aby dokładnie pokryły się pyłkiem 

osypanym z pękających pylników. Dojrzałe, posiadające turgor, pokryte pyłkiem pylniki 

(lub ich fragmenty) wkładano do wykastrowanych kwiatów. Zapylony kłos izolowano 

przy pomocy torebek papierowych opisanych datą kastracji i zapylenia oraz symbolami 

form rodzicielskich. Przeprowadzono ocenę efektywności krzyżowania poprzez analizę 

średnich uzyskanych poprzez iloraz liczby otrzymanych ziarniaków przez liczbę 

wszystkich zapylonych kwiatów.  

4.2.6. Analizy cytogenetyczne (publikacja P4. wchodząca w skład cyklu publikacji 

rozprawy doktorskiej) 

⎯ wykonanie preparatów metodą trawienia enzymatycznego   

Procedurę akumulacji i utrwalania metafazy mitotycznej przeprowadzono 

zgodnie z metodyką Kwiatka i in. (2016). Nasiona mieszańców F1 kiełkowano na 

wilgotnej bibule filtracyjnej na szalkach Petriego przez 3-4 dni. W celu nagromadzenia 

metafazy mitozy, wierzchołki korzeni zebrano i przechowywano w lodzie przez 26 

godzin w ciemności. Utrwalenie wierzchołków korzeni wykonano przy użyciu 

mieszaniny etanolu i kwasu octowego (3:1). Utrwalone merystemy trawiono  

w mieszaninie maceracyjnej składającej się 0,01 M buforu cytrynianowego, 

zawierającego 20% pektynazy (Sigma) oraz 1% celulazy z Aspergillus niger 

(Calbiochem) i 1% celulazy „Onozuka” R-10 z Trichoderma viride (Hasterok i in. 2006). 

Końcówki korzeni umieszczano w 0,01 M buforze cytrynianowym celem wypłukania 

enzymu maceracyjnego, a następnie na szkiełku w 60% kwasie octowym i preparowano 

metalową igłą pod mikroskopem stereoskopowym Delta Optical StereoLight (Delta 

Optical, Polska). Tkankę wraz z kroplą 60% kwasu octowego przenoszono na szkiełko 

podstawowe, przykrywano szkiełkiem nakrywkowym (20 × 20 mm) i rozgniatano. 

Następnie sprawdzano jakość preparatu pod mikroskopem kontrastowo-fazowym 

(Nikon, Japonia). Szkiełko zanurzano w ciekłym azocie w celu usunięcia szkiełka 

nakrywkowego i przechowywano w temperaturze 4 °C. 
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⎯ izolacja genomowego DNA przeznaczonego do analiz cytogenetycznych 

Całkowite genomowe DNA Aegilops tauschii Coss., stanowiące prekursor genomu  

D pszenicy (2n = 2x = 14 chromosomów; DD; PI 603226; US National Plant Germplasm 

System) wyizolowano przy użyciu zestawu DNeasy Plant Maxi Kit 24 (Qiagen, Niemcy).  

Genomowe DNA z żyta S. cereale L. (Imperial; PI 323382; US National Plant 

Germplasm System), stanowiące prekursor genomu R oraz T. durum Desf. (2n = 4x = 28 

chromosomów; AABB; Ceres; HR Smolice; Polska), stanowiące prekursor genomów  

A i B, zostało wyizolowane według procedury Lombard i Delourme (1997).  

W porcelanowym moździerzu rozdrabniano 5g tkanki traktowanej ciekłym azotem  

i umieszczano utartą tkankę w próbówce typu Falcon (50 ml). Następnie do materiału 

dodawano 30 ml 2% CTAB, czyli buforu izolacyjnego. Po wymieszaniu próby 

umieszczano w łaźni wodnej w temperaturze 65°C na 2h, mieszając próbki co 10 minut. 

Po okresie inkubacji do prób dodano 20 ml mieszaniny składającej się z chloroformu  

i 1-oktanolu w stosunku 24:1 i wirowano z prędkością 4500 obrotów na minutę przez 45 

minut. Do nowych próbówek typu Falcon pobierano górną fazę wodną i dodawano 16 ml 

100% izopropanolu schłodzonego do temperatury -20°C. Następnie próby dokładnie 

mieszano i odstawiano na dobę do temperatury 4°C. W kolejnym etapie materiał 

wirowano z prędkością 3800 obrotów na minutę, zlewano supernatant i suszono próby 

przez 40 minut. Do prób dodawano 5 µl RNazy oraz 10 ml TE i inkubowano przez 

godzinę w temperaturze 37°C. Następnie do prób dodawano 5 ml 5M NaCl i mieszano, 

po czym ponownie dodawano 10 ml 100% izopropanolu (-20°C). Po raz kolejny materiał 

mieszano i odstawiano na dobę (4°C). Po okresie inkubacji próby wirowano przez 10 

minut i zlewano supernatant, a otrzymany osad zawieszono w 5 ml 70% izopropanolu  

(-20°C). Próby ponownie wirowano przez 10 minut z prędkością 3800 obr./min.  

z chłodzeniem (4°C). Po zlaniu supernatantu materiał suszono przez 15 minut. Do prób 

dodawano 100 sddH2O i poddawano inkubacji w temperaturze 37°C przez 15 minut.  

⎯ przygotowanie sond molekularnych oraz blokera  

Genomowe DNA A. tauschii Coss. zostało wyznakowane przez nick translację  

z użyciem fluorochromu Atto-488 (Atto-488NT kit; Jena Bioscience, Niemcy). 

Całkowite genomowe DNA żyta znakowano w ten sam sposób fluorochromem Atto-550. 

W skład mieszaniny o objętości 20 µl wchodziło: 6 µl znakowanej sekwencji 

genomowego DNA; 2 µl sddH2O; 2 µl 10 × NT labeling buffer; 2 µl Atto-488 lub Atto-
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550 labeling mix; 2 µl mieszaniny enzymów. Reakcję przeprowadzono w termocyklerze 

w warunkach: niktranslacja w 15°C przez 95 minut i zatrzymanie reakcji w temperaturze 

60°C przez 15 minut.  

W celu przygotowania blokera genomów A i B wykorzystano 230 µl DNA  

T. durum Desf. o DNA, które umieszczonow probówce typu Eppendorf (2 ml). Dodano 

20 µl 5M NaCl i gotowano przez 45 minut w celu pocięcia DNA na fragmenty ok. 300-

500 pz). Następnie probówki umieszczano w lodzie na 5 minut. Po okresie inkubacji do 

prób dodawano 3M NaAC w objętości 1/10 roztworzu, czyli 25 µl i następnie 750 µl 

100% EtOH (2x objętość roztworu). Próby umieszczano na noc w temperaturze -20°C. 

Następnego dnia próby wirowano przez 30 minut przy 14 000 rpm w temperaturze 4°C. 

Po wirowaniu zlewano supernatant i przemywano 50 µl 70% EtOH (-20°C), wkrapiając 

po ściankach probówki. Próby następnie ponownie wirowano przez 5 minut przy 14 000 

rpm w temperaturze 4°C. Po wirowaniu odsączano EtoH i suszono przez 15 minut  

w cieplarce w temperaturze 37°C.Uzyskany materiał rozpuszczano w 40 µl TE  

i przechowywano przez dobę w temperaturze 4°C, a następnie w -20°C. Bloker 

stosowano w stosunku 1 : 50 (sonda/bloker).  

⎯ genomowa hybrydyzacja in situ GISH 

Chromosomy roślin mieszańcowych F1 analizowano za pomocą metody GISH. 

Celem analizy było obliczenie efektywności hybrydyzacji krzyżowej CE (ang. Crossing 

Efficiency). Analizę GISH wykonano według Kwiatka i in. (2016).  

Przed hybrydyzacją przygotowane preparaty traktowano 170 µl RNAzy (SIGMA, 

100 mg/ml w 2×SSC). Na preparaty nałożono folię i inkubowano w wilgotnym 

pojemniku  przez godzinę w cieplarce w 37°C. Następnie preparaty płukano dwukrotnie 

w 2xSSC przez 5 minut, w trakcie płukania zdejmowano folię. Preparaty płukano 

następnie w paraformaldehydzie w 1xPBS przez 15 minut i ponownie płukano 

dwukrotnie w 2xSSC przez 5 minut. Kolejnym etapem była dehydratacja w szeregu 

alkoholowym (etanol 70%, 90% i 100%) przez 3 minuty. Preparaty następnie suszono. 

W skład mieszaniny hybrydyzacyjnej o objętości 38 µl wchodziło: wyznakowane 

genomowe DNA (100 ng), formamid (20 µl), siarczan dekstranu (8 µl), 20 × SSC (4µl), 

SDS (detergent, 2 µl), bloker DNA z T. durum (5000 ng) woda destylowana. Mieszaninę 

hybrydyzacyjną denaturowano przez 10 minut w 75°C, a następnie stabilizowano na 

lodzie. Uzyskaną mieszaninę nakładano na preparaty, przykrywano folią i  poddawano 
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denaturacji w 70 °C przez 4 minut i 30 sekund. Preparaty następnie umieszczano  

w wilgotnym pojemniku i inkubowano w temperaturze 37°C w cieplarce przez dobę.  

Po hybrydyzacji preparaty poddawano płukaniu w temperaturze 42°C w 2 × SSC 

przez 5 minut, dwukrotnie w 0,1 × SSC przez 5 minut i w 2 × SSC przez 5 minut. 

Następnie w celu immunodetekcji na preparaty nakładano mieszaninę antyciał AntiDig 

(Roche) z blocking reagent i inkubowano przez 1 godzinę w 37 °C.  Preparaty płukano  

w 4 × SSC z Tween 20 przez 8 minut, a następnie w 2 × SSC przez 1 minutę. Preparaty 

poddawano następnie dehydratacji w szeregu alkoholowym (1 minuta). Ostatnim etapem 

było zamykanie preparatów przy użyciu DAPI w Vectashield w objętości 10 µl na 

preparat. 

⎯ analiza mikroskopowa i dokumentacja wyników  

Preparaty analizowano za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego Axio Observer 

7 (Carl Zeiss, Oberkochen, Niemcy). Obróbkę obrazu wykonano przy użyciu 

oprogramowania ZEN Pro (Carl Zeiss, Oberkochen, Niemcy). Każdy genotyp oceniano 

poprzez analizę zestawów chromosomów u 10 jąder komórkowych. 
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5. Wyniki i dyskusja 

5.1 Wyniki 

5.1.1 Opracowanie metody multipleks PCR dla genów typu slow rusting 

(publikacje P1 i P2. wchodzące w skład cyklu publikacji rozprawy 

doktorskiej) 

Do jednoczesnej identyfikacji genów Lr34, Lr46 oraz Lr68 wykorzystano 

markery molekularne csLV34, Xwmc44 i csGS. W badaniach podjęto próbę opracowania 

łącznie 4 wariantów reakcji do jednoczesnej identyfikacji:  Lr34 + Lr46, Lr34 + Lr46 + 

Lr68,  Lr46 + Lr68, Lr34 + Lr68. Produkty amplifikacji markera csLV34 o wielkości 145 

pz zaobserwowano w genotypach: ‘Lr34’, ‘NP846’, ‘TX89D643’5, ‘Parula ‘S’’  

i ‘Mochis’. W pozostałych odmianach ‘Pavon F7’6, ‘Rayon 8’9, ‘NP818’ i ‘Kern’ 

otrzymano produkt o wielkości 229 pz, wskazujący na brak genu Lr34. W wyniku 

amplifikacji markera Xwmc44 sprzężonego z genem Lr46 otrzymano produkty 

specyficzne o wielkości 242 pz w genotypach ‘Lr34’, ‘NP846’, ‘TX89D6435’, ‘Pavon 

F76’ i ‘Mochis 88’. Produkt markera csGS o wielkości 385 pz zidentyfikowano  

w genotypach: ‘Parula’ i ‘NP846’. Akumulację genów Lr34 i Lr46, a tym samym 

obecność obu specyficznych dla markerów produktów, uzyskano w genotypach 

‘TX89D6435’, ‘Lr34’ oraz ‘NP846’. Jednoczesną obecność genów Lr46 i Lr68 

wykazano w genotypie ‘NP846’. Produkty dla genów Lr34 i Lr68 wystąpiły jednocześnie 

w genotypach: ‘Parula’ i ‘NP846’. Obecność wszystkich analizowanych markerów 

zidentyfikowano przy użyciu reakcji multipleks PCR w genotypie ‘NP846’.  

5.1.2 Molekularna identyfikacja genów typu slow rusting w pszenicy  

⎯ identyfikacja genu Lr34 w 33 genotypach pszenicy zwyczajnej przy użyciu 

pojedynczej reakcji PCR (publikacja P4. wchodząca w skład cyklu 

publikacji rozprawy doktorskiej) 

Genotypy pszenicy przeznaczone do wyprowadzenia roślin mieszańcowych 

pszenica – pszenżyto (41-73 Tab. 1) analizowano na obecność genów Lr34 i Lr46. W tym 

celu wykorzystano markery molekularne csLV34 (dla genu Lr34) oraz Xwmc44  

i csLV46G22 (Lr46).  W wyniku reakcji PCR z użyciem markera csLV34 uzyskano 

produkty amplifikacji o wielkości 160 pz w kontroli pozytywnej (genotyp ‘Lr34’) oraz 

24 genotypach pszenicy. Produkt PCR o wielkości 240 pz zidentyfikowano dla ośmiu 

genotypów pszenicy, co wskazuje na obecność allelu charakteryzującego podatność na 

infekcję. Analiza genotypów z wykorzystaniem markera Xgwm44 dała dwa produkty: 
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260 i 280 pz w kontroli pozytywnej (genotyp ‘Pavon 76F’) i 17 genotypów pszenicy. 

Pozostałe 11 genotypów pszenicy charakteryzowało się produktami o wielkości 200 i 230 

pz. W obrębie dwóch genotypów pszenicy zaobserwowano produkty o wielkości 240  

i 270 pz. W genotypie  ‘Toropi’ zidentyfikowano produkty 235 i 265 pz. Drugi marker 

csLV46G22, ściśle sprzężony z genem Lr46 (Lagudah, kom. os. 2020), dał inne wyniki 

w porównaniu z Xgwm44. Allel odporny został zidentyfikowany w 16 genotypach 

pszenicy. Markery Xgwm44 i csLV46G22  zidentyfikowano jednocześnie dla 21 z 33 

genotypów pszenicy. Dziesięć genotypów pszenicy zawierało wszystkie trzy markery dla 

analizowanych genów. 

⎯ jednoczesna identyfikacja genów Lr34, Lr46 i Lr68 w 40 genotypach 

pszenicy zwyczajnej (publikacja P2. wchodząca w skład cyklu publikacji 

rozprawy doktorskiej) 

Wariant reakcji PCR pozwalający na jednoczesną identyfikację genów Lr34, Lr46 

i Lr68 wykorzystano do identyfikacji genów w genotypach pszenicy, które według 

doniesień literatury lub analizy rodowodów genotypów mogą wskazywać na obecność 

tych genów  (1-40, Tab 1.). W wyniku analizy gen Lr34 zidentyfikowano w 13 z 40 

badanych odmian, gen Lr46 w 17 odmianach, a gen Lr68 w 12 odmianach. W czterech 

odmianach zidentyfikowano wszystkie trzy testowane geny (‘Glenlea’, ‘A99AR’, 

‘NP846’, ‘363-11’), a w ośmiu odmianach wykryto obecność dwóch testowanych genów 

w jednej odmianie. W 14 odmianach nie zidentyfikowano żadnego z genów typu slow 

rusting.  

5.1.3 Molekularna identyfikacja genów typu slow rusting w mieszańcach 

pszenżyta × pszenicy F1 (publikacja P4. wchodząca w skład cyklu 

publikacji rozprawy doktorskiej) 

Do badania obecności loci genów Lr34 i Lr46 w roślinach mieszańcowych F1 

wykorzystano zestaw trzech markerów molekularnych csLV34, Xwmc44 oraz 

csLV46G22. Reakcje PCR dla markera csLV34 dały trzy typy produktów: 160 pz 

pochodzący z odpornej pszenicy (chromosom 7D) oraz 250 i 300 bp z genomu  

R pszenżyta. Ocena elektroforogramów uzyskanych po rozdziale produktów PCR 

amplifikowanych przy użyciu markera Xgwm44 była trudniejsza. Trzy produkty zostały 

zamplifikowane przy użyciu  DNA wyizolowanego z roślin mieszańcowych F1: 150, 200 

i 240 pz, które były charakterystyczne zarówno dla chromosomu 1B pochodzącego  

z odpornych  genotypów pszenicy, jak i chromosomu 1B z pszenżyta. Odporny wariant 



32 

 

allelu markera csLV46G22 zidentyfikowano w roślinach uzyskanych z czterech 

kombinacji krzyżowania. Co więcej, te kombinacje (‘Fredro’ × ‘Frontana LF 321’, 

‘Twingo’ × ‘Frontana LF 321’, ‘Twingo’ × ‘Frontana 3671 i ‘Twingo’ × ‘Sparrow’) 

zawierały wszystkie trzy odporne markery alleli powiązane z genami typu slow rusting 

Lr34 i Lr46. 

5.1.4 Molekularna identyfikacja genów Lr68 (niepublikowane dane) oraz Lr46 

w odmianach pszenżyta (publikacja P3. wchodząca w skład cyklu 

publikacji rozprawy doktorskiej)  

Analizy molekularne z wykorzystaniem markera csGS nie potwierdziły obecności 

locus genu Lr68 w żadnej analizowanej odmianie pszenżyta. W celu identyfikacji genu 

Lr46 w 20 polskich odmianach pszenżyta wykorzystano dwa pszeniczne markery 

molekularne Xwmc44 oraz csLV46G22. Wykazano, że wyniki identyfikacji genu przy 

użyciu markera Xwmc44 nie są takie same jak wyniki analiz z wykorzystaniem bliżej 

sprzężonego markera csLV46G22.  Marker Xwmc44 zidentyfikowano w 6 odmianach 

ozimych pszenżyta: ‘Dolindo’, ‘Fredro’, ‘Orinoko’, ‘Pizarro’, ‘Porto’ i ‘Trismart’. 

Natomiast, produkt specyficzny markera csLV46G22 zaobserwowano w trzech innych 

odmianach pszenżyta: ‘Kasyno’ (odmiana ozima), ‘Mamut’ i ‘Puzon’ (odmiany jare).  

5.1.5 Porównanie użyteczności  diagnostycznej markerów molekularnych do 

identyfikacji locus genu Lr46 w genotypach pszenicy (publikacja P3. 

wchodząca w skład cyklu publikacji rozprawy doktorskiej) 

Celem analizy było ukazanie różnic pomiędzy wynikami identyfikacji locus Lr46 

przy użyciu czterech markerów (Xwmc44, Xgwm259, Xbarc80 i csLV34G22) 

zlokalizowanych w różnych odległościach od locus genu. Produkt specyficzny dla 

markera Xwmc44 o wielkości 242 pz był obecny w 38 z 73 testowanych genotypów.  

W przypadku analiz z wykorzystaniem markerów Xgwm259 oraz Xbarc80 uzyskano dużą 

liczbę niespecyficznych produktów o podobnej wielkości do amplifikowanego 

specyficznego produktu, przez co trudno było ocenić standardową elektroforezę  

z użyciem 2% żelu agarozowego. Opierając się na wielokrotnych powtórzeniach 

identyfikacji locus Lr46 przy użyciu zarówno markera Xgwm259, jak i Xbarc80, 

oceniono obecność markerów związanych z allelem odporności. Zidentyfikowano 

produkt specyficzny o wielkości 105 pz (Sommers i in. 2003) dla markera Xgwm259  

w 52 z 73 analizowanych genotypów, podczas gdy produkt markera Xbarc80 pojawił się 
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w 11 genotypach. Ostatnim analizowanym markerem był csLV46G22. W wyniku 

przeprowadzonych analiz locus markera zidentyfikowano w 60 z 73 analizowanych 

genotypów. 

5.1.6 Identyfikacja markera morfologicznego LTN (publikacja P3. wchodząca 

w skład cyklu publikacji rozprawy doktorskiej) 

Wyniki analiz molekularnych identyfikacji genu Lr46 w odmianach pszenżyta 

porównano z obserwacją obecności nekrozy wierzchołków liści (LTN). Cechę LTN 

zaobserwowano tylko u pięciu odmian ozimych (Belcanto, Dolindo, Kasyno, Pizzarro  

i Porto).  

 

Fotografia 1. Objawy nekrozy wierzchołków na liściu flagowym odmiany Kasyno (na 

górze) w porównaniu z liściem flagowym odmiany Grenado (na dole) (publikacja P3. 

wchodząca w skład cyklu publikacji rozprawy doktorskiej)  

5.1.7 Krzyżowanie (publikacja P4. wchodząca w skład cyklu publikacji rozprawy 

doktorskiej)  

Przeprowadzono krzyżowanie pszenżyta ozimego z pszenicą posiadającą geny 

typu slow rusting w celu oceny efektywności krzyżowania CE (ang. Crossing Efficiency)  

przez kombinację krzyżowania pszenżyta z pszenicą. Łącznie zapylono 5094 kwiaty 

pszenżyta ziarnami pyłku pszenicy. Ocena efektywności krzyżowania wykazała, że 

pszenżyto odmiany ‘Twingo’ wyprodukowało więcej nasion mieszańcowych (32 

nasiona) niż odmiany ‘Fredro’ (2 nasiona). Nasiona mieszańcowe uzyskano w zaledwie 
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siedmiu kombinacjach krzyżowania. Całkowite CE dla obydwu odmian pszenżyta było 

niskie i wynosiło 0,1% dla kombinacji ‘Twingo’ × pszenica i 0,001% dla kombinacji  

‘Fredro’ × pszenica. Kombinacja ‘Twingo’ × ‘Frontana 3671’ była najbardziej efektywna 

i dała 12 nasion (CE 21,43%).  

5.1.8 Analiza statystyczna danych PDO dotyczących odporności analizowanych 

odmian pszenżyta 

Średnia wartość oceny odporności na rdzę brunatną wahała się od 6,8 do 8,6 dla 

odmian ozimych oraz 7,5–8,4 dla odmian jarych analizowanych w tym badaniu. 

Jednocześnie średnia ocena odporności na rdzę żółtą wahała się od 6,5 do 8,8 dla odmian 

ozimych i 8,1–8,7 dla odmian jarych. Średnie oceny odporności na P. triticina Erikss.  

i P. striiformis West. dla odmian ozimych niosących allel Xwmc44res były niższe niż 

średnie oceny dla odmian Xwmc44sus. 

5.1.9 Analiza żywotności ziaren pyłku (publikacja P4. wchodząca w skład cyklu 

publikacji rozprawy doktorskiej) 

Żywotność ziaren pyłku genotypów pszenicy przeznaczonych do krzyżowań była 

wysoka i wahała się od 88,29 do 99,36%. Najwyższą żywotność pyłku zaobserwowano 

dla genotypu ‘Chris’. Najniższą żywotność ziaren pyłku zanotowano w genotypie 

‘Junco’. Średnia żywotność pyłku  dla wszystkich 33 gatunków pszenicy użytych  

w krzyżowaniach wynosi 90,45%. Wysoką żywotność ziaren pyłku (powyżej 90%) 

wykazały genotypy: ‘Frontana’, ‘Frontana 3671’, ‘Toropi’, ‘Sparrow’, ‘Myna’, 

‘Tanager’, ‘Rayon 89’, ‘Mochis 88’, ‘P8901-AQ’, ‘Anza’, ‘TX89D6435’ i ‘Purdue’.  

5.1.10 Analizy cytogenetyczne (publikacja P4. wchodząca w skład cyklu 

publikacji rozprawy doktorskiej)  

Analizę GISH przeprowadzono dla wszystkich 34 nasion F1 w celu potwierdzenia 

ich mieszańcowego pochodzenia. Kariotyp roślin mieszańcowych pszenżyto × pszenica 

(F1) był zgodny z teoretycznym składem chromosomowym dla tego typu kombinacji  

i  zawierał 14 chromosomów (7 par) genomu A, taką samą liczbę chromosomów genomu 

B, 7 chromosomów (monosomicznych) genomu D, które pochodziły z pszenicy 

rodzicielskiej i 7 (monosomicznych) chromosomów genomu R, pochodzących od 

rodzicielskiego pszenżyta.  
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Fotografia 2. Genomowa hybrydyzacja in situ przeprowadzona na chromosomach 

mitotycznych roślin pochodzących z krzyżowej hybrydyzacji pszenżyta i pszenicy: 

chromosomy genomu D - Atto-488, zielony; chromosomy genomu R - Atto-550, 

czerwony ( 1, 2 – ‘Twingo’ × ‘TX89D643’5, 3 – ‘Twingo’ × ‘Mochis’, 4 – ‘Twingo’ × 

‘Rayon 89’, 5, 6 – ‘Twingo’ × ‘Frontana 3671’, 
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5.2 Dyskusja 

Transfer genów za pośrednictwem kontrolowanych krzyżowań pokrewnych 

gatunków do konwencjonalnych odmian pszenżyta jest na razie jedyną możliwością 

uzyskania translokacji w prowadzonych na dużą skalę komercyjnych programach 

hodowlanych w Unii Europejskiej. Do tej pory zidentyfikowano i zastosowano w hodowli 

roślin wiele genów nadających odporność na choroby zbóż, ale wiele z nich straciło swoją 

skuteczność z powodu pojawienia się i adaptacji (przystosowania) nowych ras patogenów 

(Singh i in. 2000). Niestety, wprowadzenie nowych genów odporności skutecznych 

przeciwko obecnie występującym rasom patogenów zajmuje kilka lat, głównie ze 

względu na długi proces związany z wyprowadzaniem linii homozygotycznych (Alemu 

2019). Dlatego obecnie większość hodowców skłania się ku wykorzystaniu genów 

zapewniających trwałą tolerancję na wiele ras różnych patogenów, co z połączeniu  

z genami rasowo-specyficznymi może pomóc zminimalizować ilość stosowanych 

fungicydów w uprawach zbóż.  

W pracy podjęto skuteczną próbę opracowania warunków muliplex PCR, w celu 

zminimalizowania kosztów, czasu i nakładu pracy przy wyborze materiałów 

wyjściowych do krzyżowań. Opracowano łącznie 4 różne warianty multipleks PCR, 

pozwalające na jednoczesną identyfikację genów Lr34 + Lr46, Lr46 + Lr68, Lr34 + Lr68 

oraz Lr34 + Lr46 + Lr68. Wyniki pokazały, że produkt amplifikacji locus csLV34res 

(warunkującego odporność) wynosił około 145 pz, w przeciwieństwie do wyników 

Lagudaha i in. (2006), którzy podali wielkość 150 pz. Różnice w wielkości produktów 

mogą wynikać z rodzaju zastosowanego wzorca wielkości DNA. Lagudah i in. (2006) 

zastosowali wzorzec markerowy o wielkości 100 pz. W przedłożonej pracy zastosowano 

dokładniejszy wzorzec DNA o wielkości 50 pz, który wykazał, że produkt markera 

csLV34 jest mniejszy niż 150 pz.  

Optymalizacja metody multipleks PCR opierała się o dobór odpowiedniej objętości 

startera dla wszystkich genów w obrębie każdego wariantu i dostosowaniu odpowiedniej 

temperatury przyłączania starterów w celu uzyskania jednorodnie intensywnych prążków 

na 2% żelu agarozowym. Z tego względu, w każdej próbie użyto mniejszej objętości 

startera csLV34 niż w pozostałych, ponieważ starter wykazywał bardzo intensywne 

produkty po rozdziale elektroforetycznym. Ponadto, objętość startera Xwmc44 została 
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zwiększona w każdym wariancie, ponieważ produkt markera po rozdziale 

elektroforetycznym był niewystarczająco wyraźny. 

Opracowane warunki multipleks PCR umożliwiły identyfikację genów Lr34, Lr46 

i Lr68 w materiałach pszenicy, które według doniesień literatury i analizy rodowodów 

mogą posiadać geny typu slow rust. Odmiana ‘Glenlea’ została zarejestrowana w 1972  

r. i była pierwszą odmianą niosącą gen Lr34 w zachodniej Kanadzie (Evans i in. 1972, 

Dyck i in. 1985). W badaniach wchodzących w skład rozprawy doktorskiej wszystkie 

trzy geny typu slow rusting (Lr34 +Lr46 + Lr68) zostały zidentyfikowane w tym 

genotypie. Ponadto, w niektórych genotypach posiadającym w swoim rodowodzie 

genotyp ‘Glenlea’ również zidentyfikowano różne kombinacje alleliczne wariantów 

warunkujących odporność: ‘A99AR’ i ‘363-11’ (Lr34+L46+Lr68), ‘7531-V3D’ 

(Lr34+Lr68), ‘7531-AG5A’ (Lr34+Lr46), ‘7536K -51A4’ (Lr34), ‘P8802-C1*3A2C16’, 

‘P8802-C1*3A2A2U’ i ‘7531-AP5A’ (Lr46). ‘Lerma Rojo’ to jedna z półkarłowatych 

odmian opracowanych w CIMMYT na cele programów rozwoju rolnictwa 

prowadzonych w latach 60. XX w. przez agencję ONZ określanych mianem tzw. Zielonej 

Rewolucji. Opracowanie odmiany przyczyniło się do przełomowego wzrostu plonów  

w Indiach, Pakistanie, Turcji i innych częściach świata. Odmiana ‘Lerma Rojo’ 

charakteryzuje się długą żywotnością ze względu na odporność na patogeny (Borlauge 

1968). W pracy zidentyfikowano dwa geny typu slow rusting w odmianie ‘Lerma Rojo’: 

Lr34 i Lr46. W genotypie ‘Oxley’, którego genealogia obejmuje ‘Lerma Rojo’, również 

zidentyfikowano locus genów Lr34 i Lr46. Kolejnym genotypem, w którym 

zidentyfikowano locus wszystkich analizowanych genów jest indyjska odmiana  

‘NP 846’, znana również jako ‘New Pusa 846’. Do tej pory dane literaturowe donosiły, 

że ‘NP 846’ posiada allel Lr34res (Kaur i in. 2000, Kolmer i in. 2008). Altieri i in. (2008) 

określili liczbę i charakterystykę genów odporności na rdzę liści pszenicy obecnych  

w argentyńskiej odmianie ‘Buck Manantial’, która wykazuje trwałą odporność na rdzę 

brunatną. Użyli również ściśle powiązanego markera csLV34 z Lr34, aby wykryć 

obecność tego genu odporności w ‘Buck Manantial’, zgodnie z hipotezą Dycka (1989). 

W wyniku przeprowadzonych przez autorów badań nie udało się potwierdzić obecności 

genu w odmianie ‘Buck Manantial’ na podstawie allelu wykrytego przez ten marker 

molekularny. W ramach badań wchodzących w skład pracy doktorskiej również nie 

zidentyfikowano żadnego genu w odmianie ‘Buck Manantial’, chociaż także według 
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innych źródeł odmiana ta posiada gen Lr34 (McIntosh i in. 1995, McIntosh i in. 2008, 

McCallum 2012). 

Literatura podaje wiele przykładów udanego wykorzystania metody multipleks 

PCR do identyfikacji genów odporności specyficznych dla rasy. Leśniowska-Nowak i in. 

(2013) opracowali metodę multipleks PCR w celu zidentyfikowania dwóch genów 

odporności na rdzę brunatną: Lr9 i Lr19. Inne główne geny odporności na  P. triticina 

Erikss. Lr29 i Lr37 zostały zidentyfikowane w jednej reakcji PCR przez Sumikova  

i Hanzalova (2010). Gogoł i in. (2015) podjęli udaną próbę wykorzystania metody 

multipleks PCR do jednoczesnej identyfikacji genów odporności na dwie różne choroby: 

Lr21 (rdza brunatna) i Pm4b (mączniak prawdziwy). Tomkowiak i in. (2019) 

zidentyfikowali geny Pm2, Pm3a, Pm4b i Pm6 w genotypach pszenicy, a także 

opracowali warunki reakcji multipleks PCR do jednoczesnej identyfikacji genów Pm2  

i Pm4b. 

Ponadto, istnieje wiele przykładów wykorzystania multipleks PCR do 

identyfikacji innych genów pszenicy. Zhang i in. (2008) opracowali dwa multipleksowe 

testy PCR mające na celu poprawę jakości wypieku chleba i makaronu w pszenicy 

zwyczajnej, które zostały zweryfikowane przy użyciu 70 odmian i linii z chińskich 

regionów pszenicy ozimej. Wang i in. (2010) zidentyfikowali geny w locus Glu-A3, 

opracowali markery STS i opracowali multipleks PCR z markerami STS dla alleli Glu-

A3. System multipleks PCR został zwalidowany na 141 odmianach pszenicy CIMMYT  

i liniach z różnymi allelami Glu-A3, potwierdzając, że mogą one być skutecznie 

wykorzystywane w hodowli wspomaganej markerami. Moczulski i Salmanowicz (2003) 

zastosowali metodę multipleks PCR do identyfikacji alleli loci Glu-1 kompleksu 

gluteninowego HMW (Glu-A1, Glu-B1 i Glu-D1) w genotypach pszenicy zwyczajnej.  

W porównaniu z konwencjonalnymi technikami PCR, które pozwalają na identyfikację 

pojedynczych genów odporności, multipleks PCR jest metodą, która umożliwia 

jednoczesne wykrywanie wielu genów odporności w jednej reakcji z wysoką czułością  

i swoistością. W konsekwencji, multipleks PCR jest bardziej odpowiednią i mniej 

czasochłonną metodą wykrywania kilku genów odporności (Ballabio i in. 1990). 

Ponadto, metoda multipleksowego PCR stanowi podstawę dla przyszłego rozwoju 

ilościowej i bardziej czułej metody PCR z wykorzystaniem technologii PCR w czasie 

rzeczywistym (Côté i in. 2004). Metoda multipleks PCR jest wygodnym narzędziem do 

selekcji materiałów do hodowli roślin. Przedstawiona metoda może być z powodzeniem 
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wykorzystana do jednoczesnej identyfikacji genów Lr34, Lr46 i Lr68. Ponadto 

dodatkowe warianty metody pozwalające na jednoczesną identyfikację genów Lr34  

i Lr46,  Lr46 i Lr68 oraz genów Lr34 i Lr68 mogą być również pomocnym narzędziem 

w hodowli roślin. Odmiany zawierające geny typu slow rusting, zidentyfikowane  

w analizie przy użyciu metody multipleks PCR, mogą dostarczyć genów odporności APR 

do hodowli pszenicy lub innych gatunków zbóż. 

W pracy założono ponadto, że gen Lr46 zlokalizowany na chromosomach 1B 

może być obecny w niektórych odmianach pszenżyta, biorąc pod uwagę różne ścieżki 

wyprowadzania pierwotnego i wtórnego pszenżyta. Analizowano dwadzieścia polskich 

odmian pszenżyta w celu identyfikacji locus Lr46 przy użyciu dwóch najbliższych 

markerów molekularnych i wykazano, że marker mikrosatelitarny Xwmc44 nie pokrywa 

się z analizami markera CAPS csLV46G22. Locus mikrosatelitarny markera Xwmc44 

znajduje się 5,6 cM proksymalnie od domniemanego QTL dla Lr46 (Suenaga i in. 2003). 

Dla porównania, ostatnie mapy dla Lr46 z Pavon 76 umieszczają locus genu pomiędzy 

TraesCS1B01G453900 oraz csLV46G22 (Lagudah, kom. osob.). Marker Xwmc44 

zidentyfikowano w 6 odmianach ozimych: ‘Dolindo’, ‘Fredro’, ‘Orinoko’, ‘Pizarro’, 

‘Porto’ i ‘Trismart’. Wyniki dla allelu odporności Xwmc44 nie pokrywały się z markerem 

CAPS csLV46G22res ściśle związanym z Lr46. Specyficzny produkt markera 

csLV46G22 zaobserwowano w trzech innych odmianach pszenżyta: ‘Kasyno’ (odmiana 

ozima), ‘Mamut’ i ‘Puzon’ (odmiany jare). 

 Biorąc pod uwagę ekspresję genu Lr46, porównano wyniki analizy markerów 

molekularnych z oceną polową porażenia P. triticina Erikss. i P. striiformis West. 

powodujące odpowiednio rdze brunatną i żółtą, w odmianach pszenżytach badanych  

w ramach programu porejestrowego doświadczalnictwa odmianowego (PDO 2016–2018; 

Drażkiewicz 2019 , Najewski 2019). ‘Belcanto’ i ‘Kasyno’ były najbardziej odporne na 

infekcje zarówno P. triticina Erikss., jak i P. stiiformis West. Biorąc pod uwagę drugi 

marker, średnie oceny odporności na P. triticina Erikss. i P. striiformis West. dla 

odmian csLV46G22res były wyższe niż średnie oceny dla odmian csLV46G22sus  

z jednym wyjątkiem. Wyniki dotyczące porażenia rdzą żółtą były podobne w porównaniu 

z odmianami jarymi niosącymi csLV46G22res i csLV46G22sus. Wyniki zestawiono 

również z analizą nekrozy wierzchołków liści (LTN). Cechę LTN zaobserwowano tylko 

u pięciu odmian ozimych (‘Belcanto’, ‘Dolindo’, ‘Kasyno’, ‘Pizzarro’ i ‘Porto’).  

W porównaniu z odmianami LTN− wyniki odporności na rdzę brunatną i rdzę żółtą były 
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wyższe dla odmian LTN+. Wśród ozimych odmian LTN+, ‘Dolindo’, ‘Pizzaro’ i ‘Porto’ 

nosiły allel Xwmc44res , podczas gdy w odmianie ‘Kasyno’ zidentyfikowano 

allel csLV46G22res. 

Podsumowując wyniki markerów molekularnych w porównaniu z 3 letnią oceną 

polową porażenia rdzą brunatną i rdzy żółtej oraz identyfikacją markera LTN, można 

przypuszczać, że odmiana ‘Kasyno’ ma gen Lr46. Co więcej w oparciu o wysoki poziom 

odporności na rdzę brunatną i żółtą oraz obecność cechy LTN można przypuszczać że 

odmiana ‘Belcanto’ również posiada geny typu slow rusting. Wymaga to jednak 

dodatkowych badań markerów molekularnych. Ponadto, odmiany te mogą służyć jako 

materiał wyjściowy do piramidyzowania genów typu slow rusting w genotypach 

pszenżyta. 

Rośliny mieszańcowe pszenica × pszenżyto uzyskane poprzez kontrolowane 

krzyżowanie dwóch odmian pszenżyta z 33 genotypami pszenicy, która według doniesień 

literaturowych była źródłem różnych genów typu slow rusting zostały przeanalizowane 

na obecność locus genów Lr34 i Lr46 przy użyciu markerów molekularnych 

opracowanych do identyfikacji genów w pszenicy. W wyniku analiz dla podatnych roślin 

mieszańcowych amplifikowano różne prążki o wielkości 250 i 350 pz. Można  

więc przypuszczać, że ortolog csLV34 jest obecny na chromosomach genomu R 

(prawdopodobnie na chromosomie 7R), ale daje różne amplikony, które są przydatne do 

identyfikacji locus Lr34 u mieszańców pszenżyta z pszenicą. Marker Xwmc44 dał cztery 

różne produkty amplifikacji dla roślin mieszańcowych F1. Różnice wielkości między 

amplikonami były trudne do oceny za pomocą standardowej elektroforezy z użyciem 2% 

żelu agarozowego. Dla porównania zastosowano marker CAPS csLV46G22, który 

ponieważ jest kodominujący wydaje się być użyteczny do genotypowania na roślinach 

F1. Ponadto, wykazano słabą zdolność diagnostyczną markera Xwmc44 używanego do 

identyfikacji genu Lr46. Co więcej, dla 12 z 33 analiz genotypów pszenicy wyniki 

między markerami Xgwm44 i csLV46G22 różniły się.  

Analiza GISH potwierdziła obecność siedmiu monosomicznych chromosomów 

genomu D pochodzącego z pszenicy w większości nasion uzyskanych z krzyżowania 

pszenżyta i pszenicy w tym badaniu. Metoda ta ma bezpośrednie zastosowanie  

w badaniach podstawowych, a także w wykrywaniu wprowadzonej chromatyny 

(Schwarzacher i in. 1992, Kwiatek i in. 2019). Wiele doniesień wykazało przydatność 
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metod cytogenetycznych do określenia introgresji chromosomów genomu D pszenicy 

lub Ae. tauschii Coss. w obrębie genomu pszenżyta ( Łukaszewski i in. 1987, 

Salmanowicz i in. 2013, Kwiatek i in. 2015). Ponieważ locus Lr34 znajduje się na 

chromosomie 7D pszenicy, GISH był dodatkową metodą wykazania mieszańcowego 

pochodzenia roślin F1 i potwierdzenia przeniesienia chromosomów genomu D  

z locus Lr34 do roślin hybrydowych. Niestety, identyfikacja locus Lr46 nie może być 

poparta przez GISH, ponieważ ta metoda nie ma zastosowania do rozróżniania tożsamych 

chromosomów genomu B mieszańców F1, które pochodziły zarówno z form 

rodzicielskich pszenicy, jak i pszenżyta. 

Połączenie MAS i GISH umożliwiło wyselekcjonowanie roślin hybrydowych 

pszenżyto × pszenica z loci genów typu slow rust. Rośliny mieszańcowe uzyskane  

z kombinacji ‘Twingo’ × ‘Frontana 3671’ wydają się być najbardziej obiecującymi 

formami, biorąc pod uwagę akumulację alleli warunkujących odporność zarówno dla 

genu Lr34, jak i Lr46. Te kombinacje mogą być wykorzystane w celu rozmnażania 

nasion, dalszego krzyżowania wstecznego i oceny odporności. Wymagana w badaniach 

jest poprawa krzyżowalności odmian pszenżyta z wybranymi zapylaczami pszenicy. Co 

więcej, niezbędne są testy odporności polowej, aby potwierdzić, czy przeniesione geny 

typu slow rusting zapewniają odporność genotypom pszenżyta. 

Ostatnim etapem pracy było ukazanie różnic pomiędzy wynikami identyfikacji 

locus Lr46 przy użyciu czterech markerów (Xwmc44, Xgwm259, Xbarc80 i csLV34G22) 

zlokalizowanych w różnych odległościach od locus genu. Marker mikrosatelitarny 

Xgwm259 zlokalizowany jest około 20 cM dystalnie w stosunku do Lr46, a marker 

mikrosatelitarny Xbarc80 mapuje 10–11 cm dystalnie do Xgwm259. Oczekiwany produkt 

markera według Giffey i in. (2009) wynosi 100 pz; jednak według bazy MASwheat 

(https://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Lr46) i przedstawionego tam elektroforogramu, 

oczekiwany produkt dla genotypu referencyjnego jest powyżej wzorca 100 pz. Według 

analiz przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej, produkt zidentyfikowany  

w genotypie referencyjnym ‘Pavon F76’ był również nieco większy niż 100 pz. 

Analizowano również marker csLVG22R, ściśle powiązany z genem Lr46 (Lagudah, 

kom. osob. 2020). Według doniesień literatury marker jest wysoce wiarygodnym  

i sprzężonym w 100% markerem diagnostycznym dla genu Lr46 (Cobo i in. 2019, Ren  

i in. 2017).  Jednak sekwencje starterów i protokoły nie są do tej pory opublikowane 

(Lagudah, kom. osob.), dlatego obecnie nie można brać pod uwagę markera dla MAS. 
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Podobnie Huerta-Espino i in. (2020) użyli dwóch markerów SNP (Viccars, 

Chandramohan i Lagudah, niepublikowane dane), które znajdowały się w pobliżu Lr46, 

w celu zbadania kolekcji odmian pszenicy z Meksyku. Pozostałe markery znajdują się  

w większej odległości od genu, a uzyskane istotne różnice w wynikach wskazują na 

nieprzydatność markerów do identyfikacji genu Lr46. Wyniki identyfikacji markera 

Xwmc44 pokrywają się w 52% z markerem csLV46G22, w 75% z Xgwm259, i w zaledwie 

32% z markerem Xbarc80. Tylko 12% genotypów uzyskało ten sam wynik dla 

wszystkich markerów. Aby zwalidować i potwierdzić występowanie genu L46, Liu i in. 

(2007) wykorzystali markery molekularne: Xwmc44, Xgwm259 i Xbarc80. Kolmer i in. 

(2015) użyli rekombinowanych linii wsobnych F6 (RIL) „Thatcher”*3/„CI13227”  

z markerem csLV46G22, aby zmapować region chromosomu 1BL, który był silnie 

związany z odpornością na wiele patogenów. Autorzy poinformowali, że przy użyciu 

markera csLV46G22R (wariant warunkujący odporność) zidentyfikowano odporność na 

rdzę brunatną, rdzę żółtą i mączniaka prawdziwego. Jednak w przedłożonym badaniu 

marker ten okazał się negatywny (wraz z trzema innymi markerami) dla genotypu nr. 31 

(‘HI 617’; ‘PI 42228’3; ‘Sujata’), który został uznany za genotyp rodzicielski Lr46 (Lan 

i in. 2015, Ponce-Molina i in. 2018). Według Lan i in. (2015), gen Lr46 wykryto  

w populacji ‘Avocet YrA’ × ‘Sujata RIL’. Może to prowadzić do hipotezy, że powiązanie 

między dostępnymi markerami a loci Lr46 może zostać zerwane. 

Biorąc pod uwagę wyniki analiz molekularnych, należy stwierdzić, że marker 

csLV46G22 można uznać za wiarygodny marker do identyfikacji genu Lr46, ale analizy 

powinny być poparte dodatkowym skriningiem markera Xwmc44. Marker csLV46G22 

ma charakter kodominujący i wydaje się być użyteczny dla MAS w programach hodowli 

pszenicy po opublikowaniu sekwencji starterów i protokołów. Należy wspomnieć, że 

ocena LTN, która jest ściśle powiązana z loci Lr46 (Rosewarne i in. 2006), może być 

również uwzględniona w selekcji odpornych genotypów pszenicy. 

W niniejszej pracy połączenie metod molekularnych oraz cytogenetycznych 

umożliwiło selekcje komponentów do krzyżowań, a następnie selekcję i analizę 

mieszańców uzyskanych w wyniku kontrolowanego krzyżowania pszenicy z pszenżytem. 

Zastosowanie reakcji multipleks PCR pozwoliło na znacznie szybszą i mniej kosztowną 

ocenę dużej puli genotypów pod względem obecności genów Lr34, Lr46 i Lr68 oraz 

wytypowanie cennych genotypów, które mogą zostawać wykorzystane jako źródło 
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odporności w innych badaniach i projektach, będących kontynuacją wstępnych badań 

przedstawionych w pracy doktorskiej. Uzyskane wyniki wskazują na obecność locus 

genów typu slow rusting w uzyskanych mieszańcach F1, jednak potwierdzenie ekspresji 

genów i trwalej odporności roślin należałoby potwierdzić kilkuletnia oceną polową po 

uzyskaniu materiału roślinnego w wystarczającej ilości. Eksperyment może stanowić 

zbiór danych, metod i wniosków, które pozwolą na dopracowanie szczegółów badania  

i powtórzenie go na większą skalę co dopiero umożliwi realizację kolejnego etapu 

procesu hodowlanego, czyli krzyżowań wstecznych z pszenżytem.  
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ROZDZIAŁ III  

Podsumowanie i wnioski 
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Na postawie wyników badań w prezentowanych w rozprawie doktorskiej 

zaproponowano następujące wnioski: 

1. Opracowane warunki multipleks PCR są skutecznym narzędziem 

diagnostycznym do jednoczesnej identyfikacji genów Lr34, L46 i Lr68  przy 

użyciu markerów csLV34, Xwmc44 i csGS i mogą być wykorzystane  

w programach hodowlanych do selekcji wspomaganej markerami. 

2. Na podstawie analiz molekularnych w porównaniu z oceną polową porażenia  

i wynikami identyfikacji markera morfologicznego LTN, można przypuszczać, że 

odmiana pszenżyta ‘Kasyno’ posiada gen Lr46.  

3. Odmiana pszenżyta ‘Kasyno’ może służyć jako materiał wyjściowy do 

piramidyzowania genów typu slow rusting w genotypach pszenżyta. 

4. Wykorzystanie metod MAS i GISH umożliwia wyselekcjonowanie roślin 

hybrydowych pszenżyto × pszenica z genami typu slow rusting.  

5. ‘Twingo’ ×’ Frontana 3671’ wydaje się być najbardziej obiecującą kombinacją 

krzyżowania, biorąc pod uwagę akumulację alleli genów Lr34 i Lr46 

warunkujących odporność na rdzę brunatną. 

6. Marker csLV46G22 można uznać za wiarygodny do identyfikacji genu Lr46  

i może być użyteczny dla MAS w programach hodowli pszenicy po 

opublikowaniu sekwencji starterów i protokołów.  

7. Ocena nekrozy wierzchołków liści LTN (ang. Leaf Tip Necrosis) jest pomocna  

w selekcji odpornych genotypów pszenicy.  

8. Niezbędna jest poprawa krzyżowalności odmian pszenżyta z wybranymi 

zapylaczami pszenicy, w celu kontynuowania badań. 
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ROZDZIAŁ IV  

Streszczenie 
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Pszenżyto (×Triticosecale Wittmack) powstało poprzez skrzyżowanie pszenicy 

(Triticum spp.) z żytem (Secale cereale L.) w celu otrzymania zboża łączącego cechy 

jakościowe pszenicy z odpornością lub tolerancją na abiotyczne i biotyczne stresy żyta. 

Początkowo pszenżyto charakteryzowało się wysoką odpornością na choroby, jednak 

wraz z rosnącą powierzchnią uprawy pojawiały się nowe rasy w populacjach patogenów. 

Obecnie jedną z najczęściej występujących chorób pszenżyta jest rdza brunatna 

powodowana przez nieustannie ewoluujące patotypy Puccinia triticina Eriksson, 

charakterystyczne dla pszenicy, rzadziej żyta. Hodowla odmian odpornych jest jedną  

z najskuteczniejszych i najbardziej przyjaznych dla środowiska metod zwalczania 

chorób. W pszenicy zidentyfikowano ponad 100 genów i alleli odporności na rdzę 

brunatną, które oznaczane są symbolem Lr (ang. Leaf rust), ale największa grupę wśród 

nich stanowią geny zapewniające odporność rasowo-specyficzną, które tracą swoją 

skuteczność w przypadku pojawienia się nowej rasy patogena. W puli genowej pszenicy 

zidentyfikowano jednak do tej pory osiem genów typu „slow rusting”, które nadają trwałą 

odporność roślin dorosłych (APR, ang. Adult Plant Resistance), nazywaną także 

odpornością poziomą, rasowo-niespecyficzną lub częściową. Geny te nazwano: Lr34 

(=Yr18/Sr57/Pm38), Lr46 (=Yr29/Sr58/Pm39), Lr67 (=Yr46/Sr55/Pm46), Lr68, Lr74, 

Lr75, Lr77 i Lr78. Geny zapewniają roślinom odporność przed wieloma rasami różnych 

patogenów. Pszenżyto jest stosunkowo nową rośliną uprawną, charakteryzującą się 

brakiem przejścia naturalnego procesu ewolucji, dlatego jedną z metod poszerzania 

różnorodności genetycznej pszenżyta może być introgresja chromatyny spokrewnionych 

gatunków, takich jak pszenica.  

Prezentowana rozprawa miała na celu ocenę możliwości przeniesienia genów 

warunkujących odporność horyzontalną na rdzę brunatną z pszenicy zwyczajnej  

(T. aestivum L.) do pszenżyta. Celem pośrednim badań było opracowanie metod 

pozwalających na wybór materiałów do krzyżowań, a także ocenę uzyskanych roślin 

mieszańcowych pod względem przeniesienia chromosomów lub fragmentów chromatyny 

z pszenicy do pszenżyta.  

Materiał badawczy stanowiły 73 genotypy pszenicy otrzymane z otrzymane  

z National Small Grains Germplasm Facility, National Small Grains Colletion  

w Aberdeen, Idaho, USA, które według danych literaturowych oraz analizy rodowodowej 

mogą być źródłem różnych genów typu slow rusting. Do badań użyto ponadto 20 odmian 

pszenżyta, uzyskanych z firmy nasiennej DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o. w Choryni.  
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W pracy opracowano metodę typu multipleks PCR do jednoczesnej identyfikacji 

loci genów Lr34, Lr46, Lr68 w różnych wariantach przy użyciu markerów molekularnych 

odpowiednio csLV34, Xwmc44, csGS. Zastosowanie metody multipleks PCR umożliwia 

skrócenie czasu analiz, kosztów i nakładów pracy i stanowi wygodne narzędzie do 

selekcji materiałów do hodowli roślin. Opracowane warunki multipleks PCR umożliwiły 

także identyfikację genów w materiałach pszenicy, które według doniesień literatury  

i analizy rodowodów mogą posiadać geny typu slow rusting. 

Identyfikowano także locus Lr46 w wybranych odmianach pszenżyta przy użyciu 

pszenicznych markerów molekularnych Xwmc44 oraz csLV34G22 oraz markera 

morfologicznego LTN, a wyniki zestawiono z 3 letnią oceną polową porażenia. W wyniku 

analiz wykazano, że odmiana ‘Kasyno’ może posiadać gen Lr46, a markery pszeniczne 

umożliwiają identyfikację genów w genotypach pszenżyta.  

Przeprowadzono ponadto kontrolowane krzyżowania dwóch odmian pszenżyta  

z 33 genotypami pszenicy, w celu oceny możliwości przeniesienia genów typu slow 

rusting z genotypów pszenicy do pszenżyta. Materiał wyjściowy oraz uzyskane rośliny 

mieszańcowe F1 analizowano przy użyciu markerów molekularnych csLV34, Xwmc44 

oraz csLV46G22. Ponadto, przeprowadzono analizę GISH (genomowa hybrydyzacja in 

situ) w celu potwierdzenia mieszańcowego charakteru uzyskanych roślin. Wykorzystanie 

markerów molekularnych oraz GISH umożliwiło wyselekcjonowanie roślin 

mieszańcowych pszenżyto × pszenica z loci genów typu slow rusting. Rośliny 

mieszańcowe uzyskane z kombinacji ‘Twingo’ × ‘Frontana 3671’ wydają się być 

najbardziej obiecującymi formami, biorąc pod uwagę akumulację alleli odpornych 

zarówno na Lr34, jak i Lr46. Te kombinacje mogą być wykorzystane do dalszych badań.  

W pracy porównano również użyteczność diagnostyczną czterech markerów 

molekularnych, charakteryzujących się różnym stopniem sprzężenia (dystansem 

genetycznym) w odniesieniu do locus Lr46. Wykazano, że ściśle sprzężony marker 

csLV46G22 można uznać za wiarygodny do identyfikacji genu Lr46 i może być 

użyteczny do selekcji wspomaganej markerami w programach hodowli pszenicy po 

opublikowaniu sekwencji starterów i protokołów.  

Opracowane w pracy metody oraz uzyskany materiał mogą zostać wykorzystane do 

kontynowania prac hodowlanych mających na celu ulepszenie odmian uprawnych 

pszenżyta. 
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ROZDZIAŁ V  

Summary 
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Transfer of gene loci determining horizontal resistance to leaf rust from common 

wheat (Triticum aestivum L.) to triticale (× Triticosecale Wittmack) 

Triticale (× Triticosecale Wittmack) is a hybrid crop of wheat (Triticum spp.) and 

rye (Secale cereale L.) which was developed to combine the quality attributes of wheat 

and the resistance and tolerance of rye to biotic and abiotic stresses, respectively. Initially, 

triticale showed high resistance to diseases, but with the growing area of cultivation, new 

types of pathogen populations have appeared. Currently, leaf rust is one of the most 

common diseases of triticale. It is caused by the constantly evolving pathotypes of 

Puccinia triticina Eriksson, characteristic of wheat, less often rye. The breeding of 

resistant varieties is the most effective and environmentally friendly method of disease 

control. More than 100 leaf rust genes have been identified in wheat (Lr – leaf rust), but 

most of them are race-specific, hence they are prone to lose their effectiveness when  

a new races of pathogen appear. However, eight “slow rusting” genes have been identified 

in the wheat gene pool that confer sustained resistance for adult plants (APR), which is 

also known as horizontal, racial-non-specific or partial resistance. These genes were 

classified as: Lr34 (=Yr18/Sr57/Pm38), Lr46 (=Yr29/Sr58/Pm39), Lr67 

(=Yr46/Sr55/Pm46), Lr68, Lr74, Lr75, Lr77 and Lr78. These genes secure resistance 

against many races of various pathogenes. Triticale is a relatively new crop in comparison 

to other crops and lacks natural evolution. Therefore, an introgression of chromatin from 

related species such as wheat is assumed as an effective method of expanding the genetic 

diversity of triticale. 

The aim of this study was to assess the possibility of transferring the horizontal 

resistance genes to leaf rust from common wheat (T. aestivum L.) to triticale. The 

intermediate goal of research was to develop methods allowing selection of materials for 

crossing and the evaluation of the obtained hybrid plants in terms of the transfer of 

chromosomes or chromatin fragments from wheat to triticale. 

The plant material consisted of 73 wheat genotypes (T. aestivum L.), which were 

provided from the National Small Grains Germplasm Facility, National Small Grains 

Collection in Aberdeen, Idaho, USA. According to literature data and pedigree analysis, 

these genotypes were the source of various slow rusting genes. Moreover, 20 cultivars  of 

triticale derived from DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o. breeding company in Choryń 

was also used in the research. 
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As a result of research, a multiplex PCR method for the simultaneous 

identification of Lr34, Lr46, Lr68 gene loci in different variants was developed using the 

molecular markers csLV34, Xwmc44, and csGS, respectively. The use of the multiplex 

PCR method enables to reduce the time and costs of analyses and it can be considered as 

a convenient tool for plant breeding selection. The multiplex PCR conditions developed 

were crucial for identification of genes in wheat materials, which were donors of slow 

rusting genes. 

The Lr46 gene locus was also identified in selected triticale cultivars using the 

wheat molecular markers (Xwmc44 and csLV34G22) and the leaf tip necrosis (LTN) 

appearance. The results were compared with a 3-year field assessment of leaf rust 

infection. It was shown that cv. ‘Kasyno’ may have the Lr46 gene, and wheat markers are 

enabled for the identification of genes in the genotypes of triticale. 

In addition, a set of cross-hybridizations of two triticale cultivars with 33 wheat 

genotypes were performed to evaluate the possibility of ‘slow rusting’ genes transfer from 

wheat into hexaploid triticale. The genotypes of wheat and the F1 hybrid plants were 

analyzed using the molecular markers csLV34, Xwmc44 and csLV46G22. In addition, 

GISH (Genomic In Situ Hybridization) analysis was performed to confirm the 

chromosome set of the hybrid  plants. The use of molecular markers and GISH were 

crucial techniques for selection of triticale × wheat hybrid plants with the "slow rusting" 

gene loci. ‘Twingo’ × ‘Frontana 3671’ hybrids seems to be the most promising pre-

breeding forms, considering the accumulation of both Lr34 and Lr46 resistant alleles.  

Moreover, in this study the diagnostic accuracy of four molecular markers located 

at different distances from the Lr46 gene locus was evaluated. It has been shown that 

csLV46G22 can be considered as a reliable marker for the identification of the Lr46 gene 

and may be useful for marker assisted selection (MAS) in wheat breeding programs after 

publication of the primer sequences and protocols. 

The methods developed in the study as well as original plant material can be 

implemented into breeding programs aiming in triticale improvement. 
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