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Cele projektu 

Hipoteza badawcza: zakłada, że ekspresja genów z rodziny 
TaCKX występująca w rozwijających się kłosach i/lub systemie 
korzeniowym wskazuje na potencjał plonotwórczy i/lub masę 
systemu korzeniowego. 

Celami badań była:

• weryfikacja, czy profil ekspresji wskazanej grupy genów jest 
związany z parametrami określającymi produktywność 

oraz 

• identyfikacja i wykorzystanie znaczników molekularno-
fizjologicznych do poszerzenia puli genetycznej pszenicy o 
formy, których podłoże genetyczne wskazuje na 
podwyższony potencjał plonowania i silniejszy system 
korzeniowy.

Wszystkie cele główne i szczegółowe zostały osiągnięte.



Materiały i metody

Materiał:
Rok 2015 - 50 genotypów z 4 źródeł: dwóch populacji mapujących (Quarrie i in. 2005, 
Cuthbert i in. 2008) oraz linie hodowlane z dwóch polskich hodowli (Hodowla Roślin 
Strzelce, Sp. z o.o. Grupa IHAR i Hodowla Roślin Danko, Sp. z o.o.); rok 2016 – dalsze 50 
genotypów; 2017 - 30 genotypów hodowlanych, 3 F1; 2018 - 10 genotypów hodowlanych i 
6 F1; 2019 - 10 genotypów hodowlanych, 4 F1 i 6 F2; 2020 – 3 genotypy i 4 mieszańce 
pokolenia F1, segregujące roślin F2 z 4 mieszańców F1, 10 linii F3 wybranych z 10 
pojedynków F2

Metody:
- izolacja DNA, projektowanie starterów, PCR, klonowanie i sekwencjonowanie,
- izolacja RNA z korzeni i kłosów (Tri-Reagent, Sigma Aldrich i inne; dopracowanie 

procedury w 2016), ocena koncentracji i jakości, 
- synteza cDNA na matrycy RNA z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy (Thermo

Scientific),
- wybór genu referencyjnego (ADP-ribosylation factor),  
- ilościowa analiza ekspresji genów z rodziny TaCKX oraz TaNAC2-5A (RT-qPCR) w 

korzeniach siewek i w dojrzewających kłosach, 
- pomiary aktywności enzymu dehydrogenazy cytokininy (CKX), pomiary białka,
- wytypowanie genotypów do krzyżowań, uzyskanie mieszańców F1, segregujących 

roślin F2 oraz pokolenia F3,
- fenotypowanie - pomiary morfometryczne cech związanych z produktywnością i 

masa korzeni siewek,
- analiza statystyczna w programie STATISTICA - istotność zmian przy wykorzystaniu 

analizy wariancji ANOVA i testów post-hoc; korelacje między badanymi cechami i 
znacznikami wg. Pearsona i/lub Spearmana.



Wyniki

2014:
Wybór i kolekcja 100 genotypów pszenicy z dwóch populacji mapujących.
Optymalizacja pomiaru ekspresji genów; wybór genu referencyjnego.

2015:
Wyznaczenie korelacji pomiędzy znacznikami genetyczno / biochemiczno / 
fizjologicznymi wybranych genów TaCKX a produktywnością i masą korzenia 
w różnych genotypach/materiałach hodowlanych, tj:
– wyznaczenie ekspresji względnej genu TaCKX1 i TaCKX2 w rozwijających 

się kłosach i korzeniach w 50 genotypach, 
– pomiary aktywności enzymu CKX w rozwijających się kłosach i 

korzeniach; opis fenotypowy - 50 genotypów,
– sekwencjonowanie fragmentu genów TaCKX1 i TaCKX2 w dwóch 

odmianach i dwóch tkankach.

2016:
Kontynuacja analizy korelacji pomiędzy poziomem ekspresji wybranych 
genów TaCKX (TaCKX1, TaCKX5) oraz aktywnością enzymu CKX w badanych 
tkankach a produktywnością/masą korzenia w wybranych genotypach 
pszenicy zwyczajnej (kontynuacja jw. dla następnych 50 genotypów).
Ponadto:
– opracowano najnowsze dane literaturowe na temat genów głównych, 

odgrywających istotną rolę w produktywności pszenicy (publikacja w 
TAG),

– wytypowano materiały hodowlane do badań.



Wyniki

2017:
Ocena za pomocą wyznaczonych znaczników genetyczno / biochemiczno / 
fizjologicznych produktywności i masy korzenia w wytypowanych 30 
hodowlanych genotypach / materiałach hodowlanych oraz wykonanie 
krzyżowań dla  wybranych genotypów.
– Pomiary ekspresji genów TaCKX1, TaCKX5, TaCKX6 i TaNAC2-5A, 

aktywności enzymu CKX (rozwijające się kłosy, korzenie siewek); ocena 
cech fenotypowych,

– przeprowadzenie i uzyskanie F1 z 6 krzyżowań.

2018:
Ocena dziedziczenia znaczników genetyczno / biochemiczno / fizjologicznych 
produktywności i masy korzenia w przekazanych przez hodowców genotypach / 
materiałach hodowlanych i poszerzenie puli charakteryzowanych genotypów 
(ocena minimum 6 F1; poszerzenie puli genotypów - minimum 10).
– oceniono poziom ekspresji względnej genów TaCKX1, TaCKX6 i TaNAC2-

5A w korzeniach siewek oraz genu TaCKX1 w dojrzewających kłosach,
– wykonano pomiary aktywności enzymu CKX w próbkach poddawanych 

analizie ekspresji genów TaCKX,
– oceniono poziom ekspresji względnej genów TaCKX2.1 oraz TaCKX2.2 w 

kłosach 30 genotypów analizowanych w poprzednim roku,
– dane były korelowane z oceną najważniejszych cech fenotypowych 

związanych z produktywnością i masą korzenia siewek w celu doboru 
odpowiednich genotypów do dalszych krzyżowań.



Wyniki

2019:
Kontynuowano ocenę dziedziczenia znaczników genetyczno / biochemiczno / 
fizjologicznych produktywności i masy korzenia w przekazanych przez hodowców 
genotypach / materiałach hodowlanych i poszerzano pulę charakteryzowanych 
genotypów (ocena minimum 6 F2; poszerzenie puli genotypów - minimum 10).
– wykonano dalsze 4 krzyżowania w celu uzyskania następnych mieszańców 

pokolenia F1,
– oceniono poziom ekspresji względnej genów TaCKX1, TaCKX6 oraz TaNAC2-5A w 

korzeniach siewek i genów TaCKX1, TaCKX2.1/2.2 oraz TaNAC2-5A w 
dojrzewających kłosach segregujących pojedynków F2 (z otrzymanych wcześniej 6 
mieszańców pokolenia F1) oraz wytypowanych 10 genotypów, 

– dane te były korelowane z oceną najważniejszych cech fenotypowych, masą 
korzenia siewek, produktywnością i innymi ważnymi cechami.

2020:
Przeprowadzono ocenę znaczników genetyczno / biochemiczno / fizjologicznych 
produktywności i masy korzenia w segregujących materiałach i analizę dziedziczenia 
znaczników/cechy w pokoleniach T2 i T3 (trzeci rok badań), tj:
– oceniono poziom ekspresji względnej genów TaCKX1, TaCKX5 i TaNAC2-5A w 

korzeniach siewek i genów TaCKX1, TaCKX2.1/2.2 oraz TaNAC2-5A w 
dojrzewających kłosach: 3 genotypów rodzicielskich, 4 mieszańców F1, 24 
segregujących pojedynków F2 (z otrzymanych wcześniej 4 mieszańców pokolenia 
F1) oraz w dojrzewających kłosach 10 linii F3 wybranych z 10 pojedynków F2, 

– dane korelowano z oceną najważniejszych cech fenotypowych, masą korzenia 
siewek, produktywnością i innymi ważnymi cechami.



Dyskusja

Realizację tematu badawczego rozpoczęto od dopracowania metody izolacji RNA i 
ilościowego pomiaru ekspresji genów w rozwijających się kłosach oraz korzeniach 
siewek. Kompatybilność wyników w tych dwóch różnych organach wymagała m.in. 
dobrania odpowiedniej procedury i genu referencyjnego.

W drugim etapie wytypowano i przetestowano ekspresję wybranych genów z 
rodziny TaCKX w 100 zróżnicowanych genotypach pszenicy. Wyniki korelacji 
(pozytywnej lub negatywnej) pomiędzy poziomem ekspresji genów TaCKX a cechami 
plonotwórczymi potwierdziły istotną rolę wybranych genów w rozwoju roślin, w 
tym korzenia i kłosa oraz produktywności. Potwierdzenie tych wyników 
obserwowano w kolejnych, testowanych materiałach hodowlanych z Danko HR i HR 
Strzelce. Wyniki te pozwoliły na wybór odpowiednich znaczników produktywności, 
tj. poziomu ekspresji określonych genów z rodziny TaCKX oraz aktywności enzymu 
CKX. Ponieważ ekspresja tych genów w większości jest tkankowo specyficzna, 
zgodnie z przewidywaniami część z nich jest znacznikami produktywności w 
rozwijającym się kłosie a część w korzeniu siewek. Na podstawie tych wyników 
dobrano odpowiednie genotypy hodowlane do krzyżowań. W celu wykazania ich 
dziedzicznego charakteru, wyznaczone znaczniki produktywności wykorzystano do 
selekcji wysokoproduktywnych pojedynków w F2 i sprawdzenia ich przekazywania 
do pokolenia F3. Dane poziomu ekspresji w powiązaniu z produktywnością 
potwierdziły skuteczność wybranych mierników do prowadzenia selekcji 
produktywności w materiałach hodowlanych pszenicy.

Przedstawione badania, łącznie z dotychczas opublikowanymi (przeźrocze 10; 
zwłaszcza Szala i in. 2020), są badaniami nowymi w skali światowej i wnoszą istotny 
wkład w rozwój hodowli pszenicy. Publikacja na temat dziedziczenia wyznaczonych 
znaczników będzie opracowana w 2021. Realizacja tematu umożliwiła 
przeprowadzenie badań w ramach doktoratu mgr K. Szala.



Wnioski
• Zgodnie z założoną hipotezą wyznaczony wzór ekspresji wybranych genów z rodziny TaCKX w 

różnych organach i tkankach rozwijających się roślin pszenicy może wskazywać na ich rolę w 
produktywności. 

• Bardzo duże różnice w poziomie ekspresji genów TaCKX2, TaCKX5 i TaCKX1 w rozwijających 
się ziarniakach wśród testowanych materiałów hodowlanych mogą wpływać na istotność zmian 
związanych z produktywnością.

• Negatywna korelacja pomiędzy ekspresją genów TaCKX1 i TaCKX5 w kłosach  badanych 
materiałów hodowlanych a plonem weryfikuje pozytywnie założoną hipotezę badawczą.

• Materiały z HR Strzelce wykazują znacznie większe zróżnicowanie pod względem badanych 
mierników (ekspresja w korzeniach, aktywność CKX w kłosach),  niż materiały z HR Danko co 
wpływa na wyniki oczekiwanych korelacji i możliwość użycia badanych parametrów do 
selekcji.

• Silna (zwłaszcza w materiałach z HR Strzelce) korelacja między masą korzenia i aktywnością 
enzymu w tym organie wskazuje, że aktywność enzymu CKX może być użyta jako marker I 
fazy rozwoju korzenia.

• Negatywna korelacja pomiędzy aktywnością enzymu CKX w kłosach a plonem wskazuje, że ten 
czynnik może być pomocny przy ocenie potencjału plonotwórczego genotypów pszenicy.

• Brak istotnej korelacji pomiędzy ekspresją genu TaCKX1 w kłosach zebranych z pola i w kłosach 
pochodzących z fitotronu świadczy o wpływie środowiska na ekspresję tego genu. 

• Istotna statystycznie, silna korelacja pomiędzy ekspresją genów TaCKX1, TaCKX6 oraz TaNAC2-
5A w korzeniach siewek wskazuje na silną koregulację tych genów.

• Korelacje ekspresji genów TaCKX1 i TaCKX6 w korzeniu z niektórymi cechami plonotwórczymi 
wskazują, że mogą one być przydatne jako znaczniki masy korzenia (ekspresja TaCKX1) czy też 
produktywności (ekspresja TaCKX6).  

• Silna, istotna statystycznie korelacja między ekspresją genów TaCKX2.1 a TaCKX2.2 w kłosach 7 
DAP 12 rodów i odmian z HR Strzelce pochodzących z pola oraz brak istotnej korelacji między 
tymi genami w badanych genotypach z fitotronu świadczy o silnej współpracy tych genów w 
środowisku.

• Poziom ekspresji badanych genów z rodziny TaCKX jest dziedziczony do trzeciego pokolenia 
generatywnego (T3).



Osiągnięcia projektu
• Opracowano precyzyjną metodę ilościowej analizy 

ekspresji genów pszenicy.
• Wykazano za pomocą korelacji, że poziom ekspresji 

określonych genów TaCKX oraz aktywność enzymu 
CKX w rozwijających się kłosach i/lub korzeniach 
siewek w materiałach hodowlanych mogą być 
znacznikami produktywności.

• Udokumentowano występowanie bardzo dużego 
zróżnicowania w poziomie ekspresji określonych 
genów TaCKX w materiałach hodowlanych, co 
umożliwia wybór określonych genotypów do hodowli 
(Rys. 2, Szala i in. 2020).

• Wykazano, że inne grupy genów TaCKX regulują cechy 
plonotwórcze na polu a inne w fitotronie (Rys. 4, Szala i 
in. 2020).

• Znaczniki produktywności są dziedziczone 
(potwierdzone w F3) i można ich użyć do selekcji 
określonego fenotypu.
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