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Opis wynalazku
Przedmiotem wynalazku są sekwencje starterów pozwalających na analizę ekspresji pięciu ge­

nów jęczmienia i sposób analizy ekspresji tych genów z użyciem wspomnianych starterów pozwalający 
na selekcję odmian jęczmienia pod kątem tolerancji na stres suszy. Bardziej szczegółowo ogłoszenie 
dotyczy starterów do identyfikacji genów identyfikatorach HORVU5Hr1G093700;
HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090, kodują­
cych odpowiednio lipoksygenazę 1, dehydrynę 1, białko indukowane jasmonianami, reduktazę mono- 
dehydroaskorbinianową oraz dekarboksylazę argininy. Dla każdego z genów zaprojektowano startery 
pozwalające na określenie ich poziomu ekspresji z użyciem zaproponowanego systemu badania eks­
presji genów.

Narastający problem suszy oraz straty w plonach, które są nim wywołane stanowią jedne z naj­
ważniejszych wyzwań stojących przed nowoczesnym rolnictwem. W Polsce 45% gleb kwalifikuje się 
jako optymalnie uwilgocone, natomiast około 38% jest okresowo lub trwale suchych i 17% jedynie okre­
sowo mokrych. Zgodnie z raportami Instytutu Uprawy Nawożenia i Gleboznawstwa - Państwowego 
Instytutu Badawczego (IUNG-PIB 7/2019) susza rolnicza wystąpiła we wszystkich województwach na­
szego kraju, a w niektórych z nich (lubuskim, łódzkim, opolskim, wielkopolskim i zachodniopomorskim) 
zagrożonych suszą było 100% gmin. Susza została odnotowana dla wszystkich upraw, które są moni­
torowane przez IUNG-PIB. Najbardziej objęte suszą były uprawy kukurydzy na ziarno oraz na kiszonkę 
(68,31% wszystkich gmin). Następnie krzewy owocowe (65,68%), rośliny strączkowe (62,58%), zboża 
jare (60,44%) i ozime (53,05%) oraz warzywa gruntowe (50,59%). Wpłynęło to na zbiory i obserwuje 
się ich zauważalny spadek względem okresu 2013-2017. Głębokie susze powodują znaczne straty 
materialne. Susza w roku 1992 spowodowała wyraźny spadek plonów, problemy z zaopatrzeniem 
w wodę i duże straty środowiskowe. Podobnie było w przypadku dotkliwego niedoboru opadów od po­
łowy czerwca do końca lipca 2006 r. Szacuje się, że wysoki wzrost temperatury powietrza spowoduje 
więcej niż dwukrotny wzrost ewapotranspiracji w okresie zimowym brak odbudowania retencji glebowej 
w tym okresie, natomiast niewielki wzrost opadów w okresie letnim, przy silnym wzroście ewapotranspi- 
racji spowoduje wzrost potrzeb wodnych w rolnictwie (Ryszkowski i Kędziora 1993, Kędziora 1993). 
Dlatego też zagrożenie suszą wzrasta i będzie stanowiło coraz poważniejsze wyzwanie dla hodowców 
roślin uprawnych. Stąd od wielu już lat trwają intensywne prace nad poznaniem mechanizmów, które 
rośliny aktywują w odpowiedzi na stres suszy, a także wyprowadzaniem nowych odmian roślin upraw­
nych, które na ten stres mają być bardziej tolerancyjne. Poprzez analizę profili ekspresji genów i ich 
porównanie pomiędzy roślinami rosnącymi w warunkach optymalnych i w warunkach stresu możliwe 
jest poznanie molekularnych podstaw mechanizmów prowadzących od adaptacji roślin do zmieniają­
cych się warunków środowiska (Daszkowska i inni, 2019). Porównując profile ekspresji genów u dwóch 
genotypów jęczmienia: formy dzikiej Sebastian oraz mutanta hvd14.d, który jest nadwrażliwy na suszę 
(Marzec i inni, 2020), zidentyfikowano geny, których podwyższona ekspresja świadczy o lepszym przy­
stosowaniu do stresu suszy. Informacje pochodzące z badań związanych ze zmianami ekspresji genów 
w odpowiedzi na stresy były wykorzystywane wcześniej w zgłoszeniach patentowych dotyczących róż­
nych gatunków.

W zgłoszeniu patentowym AU2020103038 A4 autorzy opisują sekwencję białka, która może zo­
stać wykorzystana do transformacji roślin, co powinno skutkować zwiększeniem ich tolerancji na stres 
suszy.

W amerykańskim zgłoszeniu patentowym US2020347394 A1 ujawniono roślinne czynniki tran- 
skrypcyjne i geny kodujące czynniki transkrypcyjne. Ujawniono również metody wzmacniania cech ro­
śliny poprzez regulację w dół genów kodujących czynniki transkrypcyjne. Ulepszone właściwości mogą 
obejmować wyższe wskaźniki fotosyntezy, zmniejszone wskaźniki fotooddychania, wyższy plon lub za­
wartość biomasy, wyższy plon nasion, lepszy wskaźnik plonów, wyższą zawartość oleju, lepszy skład 
odżywczy, lepszą efektywność wykorzystania azotu, odporność na suszę, odporność na powodzie, od­
porność na choroby, szybciej kiełkowanie nasion i wschody roślin, zwiększona żywotność sadzonek, 
tolerancja na sól, wyższy współczynnik asymilacji CO2 i niższy wskaźnik transpiracji. Ujawniono również 
zmodyfikowane rośliny, w których geny kodujące czynniki transkrypcyjne są obniżone. Kompozycje we­
dług wynalazku obejmują sekwencje polinukleotydowe, sekwencje polipeptydowe, warianty, ortologi 
i ich fragmenty. Metody obejmują wprowadzanie do roślin systemów zmniejszających lub eliminujących 
ekspresję czynników transkrypcyjnych.
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Międzynarodowe zgłoszenie patentowe WO2020185849 A1 przedstawia sposób na zwiększenie 
ekspresji białka z rodziny kinaz MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase), co prowadzi do po­
lepszenia tolerancji na stres suszy u roślin i drzew.

Natomiast w zgłoszeniu CN111593058 A autorzy przedstawiają sposób na kontrolę ekspresji ge­
nów przez manipulację cząsteczkami miRNA, które regulują ekspresję innych genów, na przykładzie 
rzepaku (Brassica napus).

W polskim opisie patentowym PL233338 B1 ujawniono dwa geny jęczmienia kodujące dehydryny 
(HvDHN4 i HvDHN7) oraz dwa geny jęczmienia kodujące peroksydazy (HvPRX6 i HvPRX10), dla któ­
rych opracowano sekwencje starterów dedykowanych do określania poziomu ekspresji tych genów. 
W/w opis dotyczy także sposobu analizy poziomu ekspresji genów HvDHN4, HvDHN7, HvPRX6 
i HvPRX10 przy zastosowaniu opracowanych par starterów, sposobu identyfikacji odmian jęczmienia 
tolerancyjnych na suszę, na podstawie analiz poziomu ekspresji wymienionych genów, oraz zastoso­
wanie wspomnianych genów do selekcji odmian tolerancyjnych na suszę.

Z polskiego opisu patentowego PL 233518 B1 znany jest sposób selekcji genotypów jęczmienia 
jarego tolerancyjnych względem suszy wiosennej, który polega na tym, że trzy polimorficzne fragmenty 
DNA sprzężone z rejonami chromosomowymi związanymi z tolerancją suszy amplifikowane są w reakcji 
PCR, przy czym wykorzystuje się do tego odpowiednie sekwencje starterów.

Polskie zgłoszenie patentowe P.412994 A1 dotyczy sekwencji starterów, sposobu identyfikacji 
ekspresji genu HvZIP1, sposobu identyfikacji odmian jęczmienia odpornych na warunki deficytu wod­
nego, zastosowania genu HvZIP1 oraz zestawu testowego do identyfikacji odmian jęczmienia o pod­
wyższonej ekspresji genu HvZIP1. Wynalazek dotyczy dwóch opracowanych par starterów, sposobu 
identyfikacji ekspresji genu HvZIP1 przy zastosowaniu opracowanych par starterów, sposobu identyfi­
kacji odmian jęczmienia odpornych na warunki deficytu wodnego przy użyciu sposobu wspomnianego 
powyżej, zastosowania genu HvZIP1 do selekcji odmian jęczmienia charakteryzujących się zwiększoną 
zdolnością adaptacyjną do warunków braku wody oraz zestawu testowego do identyfikacji odmian jęcz­
mienia o podwyższonej ekspresji genu HvZIP1.

Celem wynalazku było opracowanie nowych sekwencji starterów pozwalających na analizę ekspresji 
pięciu genów kodujących białka z pięciu różnych rodzin białek: lipoksygenazę, dehydrynę, białko induko­
wane jasmonianami, reduktazę monodehydroaskorbinianową oraz dekarboksylazę argininy. Dzięki wyko­
rzystaniu tych genów możliwa jest analiza odpowiedzi roślin na stres przez pryzmat różnych mechanizmów 
związanych z adaptacją rośliny do stresu suszy, stad metoda ta wydaje się bardziej uniwersalna.

Proponowane rozwiązanie techniczne dotyczące analizy poziomów ekspresji pięciu genów jęcz­
mienia (HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; 
HORVU1Hr1G002090) jest metodą pozwalającą na selekcję odmian jęczmienia tolerancyjnych na stres 
suszy. Poprzez analizę profili ekspresji z użyciem przedstawionych starterów możliwe jest porównanie 
odmian jęczmienia między sobą i wybranie tych, które będą lepiej adaptowały się do stresu suszy. Pod­
stawa wynalazku to informacje o poziome ekspresji pięciu genów jęczmienia (HORVU5Hr1G093700; 
HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090), w odpo­
wiedzi na stres suszy. Informacje te mogą być wykorzystane do oceny odmian jęczmienia pod kątem 
tolerancji na stres suszy.

Istotą wynalazku są sekwencje starterów do identyfikacji genów jęczmienia, specyficznych dla 
genów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; 
HORVU1Hr1G002090 umożliwiające analizę poziomu ekspresji tych genów charakteryzujące się tym, 
że mają sekwencję nukleotydową:

a. Dla genu HORVU5Hr1G093700
starter F - sekwencja nr 1 
starter R - sekwencja nr 2 

b. Dla genu HORVU5Hr1G092120 
starter F - sekwencja nr 3 
starter R - sekwencja nr 4 

c. Dla genu HORVU4Hr1G087430 
starter F - sekwencja nr 5 
starter R - sekwencja nr 6 

d. Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F - sekwencja nr 7
starter R - sekwencja nr 8
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e. Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F - sekwencja nr 9
starter R - sekwencja nr 10

Drugim przedmiotem wynalazku jest sposób analizy poziomu ekspresji genów 
HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; 
HORVU1Hr1G002090 metodą qPCR, charakteryzujący się tym, że stosuje się sekwencje starterów opi­
sane powyżej.

Istotę wynalazku stanowi również sposób identyfikacji pozwalający na selekcję odmian jęczmie­
nia o zwiększonej tolerancji na suszę obejmujący następujące etapy:

a. Prowadzi się wzrost siewek jęczmienia, przy czym dla siewek kontrolnych prowadzi się 
wzrost w warunkach optymalnego nawodnienia, natomiast siewki narażone na stres suszy 
wzrastają w warunkach optymalnego nawodnienia, po czym zostają poddane stresowi nie­
doboru wody,

b. Izoluje się RNA z liści siewek jęczmienia,
c. Przeprowadza się syntezę cDNA,
d. Analizuje się poziom ekspresji genów HORVU5Hr1G093700, HORVU5Hr1G092120,

HORVU4Hr1G087430, HORVU7Hr1G117880, HORVU1Hr1G002090 metodą qPCR, 
charakteryzujący się tym, że do analizy poziomu ekspresji genów stosuje się sekwencje starterów 

określone powyżej,
e. oblicza się relatywny poziom ekspresji genów HORVU5Hr1G093700, HORVU5Hr1G092120, 

HORVU4Hr1G087430, HORVU7Hr1G117880, HORVU1Hr1G002090, w oparciu o poziomy 
ekspresji genów referencyjnych, przy czym poziomy ekspresji genów porównuje się pomię­
dzy siewkami kontrolnymi rosnącymi w warunkach optymalnego nawodnienia oraz siewkami 
narażonymi na stres suszy dla każdego z genotypów.

f. Wybiera się genotypy jęczmienia wykazujące wyższy w porównaniu do genotypów analogicz­
nych, hodowanych w warunkach optymalnego nawodnienia, poziom ekspresji genów 
HORVU5Hr1G093700, HORVU5Hr1G092120, HORVU4Hr1G087430, HORVU7Hr1G117880, 
HORVU1Hr1G002090, wskazujący na podwyższoną tolerancję na stres suszy.

Korzystnie, jako geny referencyjne stosuje się geny: EF1 i/lub GPDH.
Korzystnie, wzrost siewek narażonych na stres suszy prowadzi się przez 11 dni w warunkach 

optymalnego nawodnienia, po czym zostają poddane stresowi niedoboru wody na 10 kolejnych dni, co 
prowadzi do spadku OZW poniżej 4%.

Korzystnie, wzrost siewek kontrolnych prowadzi się przez 21 dni.
Korzystnie, hodowla w warunkach optymalnego nawodnienia występuje przy wilgotności od 16 

do 20% OZW, najkorzystniej 18% OZW.
Korzystnie, etap poddawania siewek stresowi suszy prowadzi się przy wilgotności < 4% OZW.
Przedmiot wynalazku przedstawiony został w przykładach wykonania oraz na rysunku który: 
przedstawia przykładową analizę ekspresji genów u dwóch genotypów po stresie suszy. Odmiana 

wyjściowa Sebastian jest tolerancyjna na stres suszy, w porównaniu do mutanta hvd14.d, który jest 
nadwrażliwy na suszę. Ekspresja genów badana była przez porównanie każdego z genotypów, który 
rósł w warunkach optymalnego nawodnienia (18% OZW) do roślin narażonych na niedobór wody 
(10-dniowy wzrost w glebie o wilgotności mniejszej niż 4% OZW). Analizę poziomu ekspresji prowa­
dzono metodą qPCR, a na figurze zobrazowano względny poziom ekspresji wspomnianych genów pod 
wpływem suszy w odniesieniu do warunków kontrolnych, dla których poziom ekspresji przyjęto jako 
wartość 1.

Wynalazek został przedstawiony w przykładach wykonania, które nie mają charakteru ogranicza­
jącego. Jak wynika z uzyskanych przez Twórców wyników, dla celów wynalazku identyfikację odmian 
jęczmienia o lepszej tolerancji na stres suszy w oparciu o analizę poziomu ekspresji genów 
HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880;
HORVU1Hr1G002090 można przeprowadzić na trzytygodniowych siewkach jęczmienia, które rosną 
w warunkach optymalnego nawodnienia oraz tych poddanych stresowi suszy. Przez optymalne warunki 
nawodnienia rozumie się poziom wilgotności na poziomie 18% OZW, natomiast niedobór wody otrzy­
muje się przez zaprzestanie podlewania na 10 dni, co prowadzi do spadku wilgotności gleby poniżej 4% 
OZW. Selekcję odmian o podwyższonej tolerancji na stres suszy prowadzi się w oparciu o analizę po­
ziomu ekspresji genów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; ‘ HORVU4Hr1G087430;
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 w tkankach liści trzytygodniowych siewek jęczmienia.
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Przykład 1. Analiza poziomu ekspresji genów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; 
HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090.

RNA wyizolowano z liści 3-tygodniowych siewek jęczmienia, które rosły w warunkach optymal­
nego nawodnienia (18% OZW) oraz narażonych na 10-dniowy stres suszy (zaprzestanie podlewania 
na 10 dni, co prowadzi do spadku wilgotności gleby poniżej 4% OZW), z użyciem mirVana™ miRNA 
Isolation Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalogowy AM1560). Do syntezy cDNA 
użyto zestawu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer 
katalogowy K1622) oraz 1 μg RNA. Otrzymane cDNA rozcieńczono 4-krotnie wodą oraz wykorzystano 
w reakcji qPCR, którą przeprowadzono z użyciem zestawu LightCycler 480 SYBR Green I Master (Li­
feScience Roche, Indianapolis, IN, USA, numer katalogowy 04707516001) dla każdej z par starterów:

1. Dla genu HORVU5Hr1G093700
starter F - sekwencja nr 1
starter R - sekwencja nr 2

2. Dla genu HORVU5Hr1G092120
starter F - sekwencja nr 3
starter R - sekwencja nr 4

3. Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F - sekwencja nr 5 
starter R - sekwencja nr 6 

4. Dla genu HORVU7Hr1G117880 
starter F - sekwencja nr 7 
starter R - sekwencja nr 8

5. Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F - sekwencja nr 9
starter R - sekwencja nr 10

Jako geny referencyjne w tej reakcji wykorzystano EF1 (Elongation factor 1-α) oraz GPDH (Gly­
ceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) (Rapacz et al., 2012).

Przykład 2. Metoda selekcji odmian jęczmienia tolerancyjnych na stres suszy w oparciu o ana­
lizę poziomów ekspresji genów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; 
HORVU7Hr1 G117880; HORVU1 Hr1 G002090.

Metoda selekcji odmian jęczmienia tolerancyjnych na stres suszy opiera się na porównaniu po­
ziomów ekspresji genów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430;
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090, z użyciem wspomnianych starterów. Ocena poziomu 
ekspresji genów wykonywana jest z użyciem reakcji qPCR i obejmuje:

1. Wzrost siewek kontrolnych jęczmienia prowadzi się przez 3-tygodnie w warunkach optymal­
nego nawodnienia (wilgotność 18% OZW), natomiast wzrost siewek narażonych na stres su­
szy prowadzi się przez 11 dni w warunkach optymalnego nawodnienia, po czym zostają pod­
dane stresowi niedoboru wody na 10 kolejnych dni, co prowadzi do spadku OZW poniżej 4%.

2. Izolację RNA z liści jęczmienia, z użyciem mirVana™ miRNA Isolation Kit (ThermoScientific, 
Waltham, MA, USA, numer katalogowy AM1560) lub innym, pozwalającym na otrzymanie 
czystego chemicznie ekstraktu RNA przy zachowaniu jego integralności.

3. Syntezę jednoniciowego cDNA, z użyciem zestawu RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalogowy K1622) lub równoważnego oraz 
1 μg RNA.

4. Reakcje qPCR z użyciem otrzymanego cDNA (rozcieńczonego 4-krotnie wodą), starterów spe­
cyficznych dla genów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; 
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 oraz zestawu LightCycler 480 SYBR Green I Ma­
ster (LifeScience Roche, Indianapolis, IN, USA, numer katalogowy 04707516001) lub równoważ­
nego pozwalającego na analizę amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym.

5. Reakcję qPCR z użyciem starterów genów referencyjnych EF1 (Elongation factor 1-α) oraz 
GPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) (Rapacz et al., 2012) dla każdej próby 
cDNA.

6. Bazując na kinetyce reakcji amplifikacji każdego z genów HORVU5Hr1G093700; 
HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 
oraz genów referencyjnych oblicza się względny poziom ekspresji badanych genów wykorzystu­
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jąc zwyczajowo przyjęte metody obliczeniowe. Poziomy ekspresji genów porównuje się po­
między roślinami rosnącymi w warunkach optymalnego nawodnienia (18% OZW) oraz roślin 
narażonych na 10-dniowy stres suszy (wilgotność gleby poniżej 4% OZW), dla każdego z ge­
notypów.

7. Genotypy z najwyższym poziomem ekspresji genów HORVU5Hr 1G093700; 
HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G1178809; HORVU1Hr1G002090 
są genotypami o podwyższonej tolerancji na stres suszy. Stąd dla każdego z genotypów 
porównuje się poziom ekspresji każdego z badanych genów pomiędzy kontrolą a roślinami 
narażonymi na stres suszy. Im wyższa ekspresja genów u roślin stresowanych tym silniejsza 
odpowiedź na stres, co przekłada się na wyższą tolerancję rośliny na stres suszy. Przedsta­
wiona procedura powinna być przeprowadzona dla wszystkich analizowanych genotypów, 
a wartością użytą do porównania ich wrażliwości na stres suszy jest krotność wzrostu eks­
presji u roślin stresowanych. Rośliny o najwyższych wskaźnikach są najbardziej tolerancyjne.

Otrzymane wyniki porównuje się pomiędzy dwiema bądź większą liczbą genotypów. Im wyższy 
poziom ekspresji tym większa tolerancja na stres suszy. Wynik porównania dwóch genotypów o zróżni­
cowanej tolerancji na stres suszy przedstawiono na Figurze 2.
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Zastrzeżenia patentowe

1. Sekwencje starterów do identyfikacji genów jęczmienia, specyficznych dla genów 
HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880;
HORVU1Hr1G002090 umożliwiające analizę poziomu ekspresji tych genów znamienne tym, że 
mają sekwencję nukleotydową:
a. Dla genu HORVU5Hr1G093700

starter F - sekwencja nr 1
starter R - sekwencja nr 2

b. Dla genu HORVU5Hr1G092120
starter F - sekwencja nr 3
starter R - sekwencja nr 4

c. Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F - sekwencja nr 5
starter R - sekwencja nr 6

d. Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F - sekwencja nr 7
starter R - sekwencja nr 8

e. Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F - sekwencja nr 9
starter R - sekwencja nr 10

2. Sposób analizy poziomu ekspresji genów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120;
HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 metodą qPCR, zna­
mienny tym, że stosuje się startery:
a. Dla genu HORVU5Hr1G093700

starter F - sekwencja nr 1
starter R - sekwencja nr 2

b. Dla genu HORVU5Hr1G092120
starter F - sekwencja nr 3
starter R - sekwencja nr 4

c. Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F - sekwencja nr 5
starter R - sekwencja nr 6

d. Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F - sekwencja nr 7
starter R - sekwencja nr 8

e. Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F - sekwencja nr 9
starter R - sekwencja nr 10

3. Sposób selekcji odmian jęczmienia o podwyższonej tolerancji na stres suszy, obejmujący na­
stępujące etapy:
a. Prowadzi się wzrost siewek jęczmienia, przy czym dla siewek kontrolnych prowadzi się 

wzrost w warunkach optymalnego nawodnienia, natomiast siewki narażone na stres suszy 
wzrastają w warunkach optymalnego nawodnienia, po czym zostają poddane stresowi 
niedoboru wody,

b. Izoluje się RNA z liści siewek jęczmienia,
c. Przeprowadza się syntezę cDNA,
d. Analizuje się poziom ekspresji genów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120;

HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 metodą qPCR, 
znamienny tym, że do analizy poziomu ekspresji genów stosuje się startery:

i. Dla genu HORVU5Hr1G093700
starter F - sekwencja nr 1
starter R - sekwencja nr 2

ii. Dla genu HORVU5Hr1092120
starter F - sekwencja nr 3
starter R - sekwencja nr 4
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iii. Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F - sekwencja nr 5
starter R - sekwencja nr 6

iv. Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F - sekwencja nr 7
starter R - sekwencja nr 8

v. Dla genu HORVU1 Hr1 G002090
starter F - sekwencja nr 9
starter R - sekwencja nr 10

e. oblicza się relatywny poziom ekspresji genów HORVU5Hr1G093700, HORVU5Hr1G092120, 
HORVU4Hr1G087430, HORVU7Hr1G117880, HORVU1Hr1G002090, w oparciu o poziomy 
ekspresji genów referencyjnych, przy czym poziomy ekspresji genów porównuje się po­
między siewkami kontrolnymi rosnącymi w warunkach optymalnego nawodnienia oraz 
siewkami narażonymi stres suszy dla każdego z genotypów,

f. Wybiera się genotypy jęczmienia wykazujące wyższy, w porównaniu do genotypów ana­
logicznych, hodowanych w warunkach optymalnego nawodnienia, poziom ekspresji ge­
nów HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430;
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 wskazujący na podwyższoną tolerancję na 
stres suszy.

4. Sposób według zastrz. 3, znamienny tym, że jako geny referencyjne stosuje się geny: EF1 
i/lub GPDH.

5. Sposób według zastrz. 3, znamienny tym, że wzrost siewek narażonych na stres suszy pro­
wadzi się przez 11 dni w warunkach optymalnego nawodnienia, po czym zostają poddane 
stresowi niedoboru wody na 10 kolejnych dni, co prowadzi do spadku OZW poniżej 4%.

6. Sposób według zastrz. 3, znamienny tym, że wzrost siewek kontrolnych prowadzi się przez 
21 dni.

7. Sposób według zastrz. 3, znamienny tym, że hodowla w warunkach optymalnego nawodnie­
nia występuje przy wilgotności od 16 do 20% OZW.

8. Sposób według zastrz. 5, znamienny tym, że hodowla w warunkach optymalnego nawodnie­
nia występuje przy wilgotności 18% OZW.

9. Sposób według zastrz. 3, znamienny tym, że etap poddawania siewek stresowi suszy pro­
wadzi się przy wilgotności < 4% OZW.
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Rysunek

Względny poziom ekspresji genów w odpowiedzi na 
stres suszy
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