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Wstep

Pszenica uprawna (Triticum aestivum L.) to jeden z najwazniejszych gatunkéw roslin
uprawnych 0 olbrzymim znaczeniu cywilizacyjnym. Warto$¢ gospodarcza tego gatunku
determinowana jest przez bardzo wiele cech, jednak najistotniejszymi sg wielkos¢ 1 jakos¢ plonu.
Obecnie podstawowe kierunki hodowli pszenicy koncentruja si¢ przede wszystkim na wysokim
plonowaniu, dobrej jakosci handlowej, a takze odpornos$ci na stresy biotyczne i abiotyczne. Choroby
wywolane przez grzyby patogeniczne istotnie limitujg wysokos$¢ 1 jakos¢ plonu pszenicy uprawne;.
Do najgrozniejszych chorob pszenicy wywotanych przez grzyby zaliczy¢ mozna rdzg¢ brunatna,
powodowang przez Puccinia recondita f. sp. tritici. W Polsce, w optymalnych warunkach rozwoju
choroba ta moze powodowac znaczny spadek plonu, nawet do 30%.

Obecnie zidentyfikowano ponad 100 alleli gendw warunkujacych odporno$¢ na rdz¢ brunatng,
ok. 130 alleli gené6w warunkujacych odporno$¢ na rdze zo6tta oraz ponad 140 alleli genow
odpowiadajacych za odporno$¢ na maczniaka prawdziwego.

Geny odpornos$ci podzielono na dwie grupy. Do pierwszej z nich nalezg tzw. ,,gldwne geny
odpornosci” odpowiedzialne za indukcje odpornosci typu pionowej (,,gen na gen”), zwanej inaczej
,»odpornoscig rasowo-specyficzng”. Odporno$¢ pionowa jest efektywna jedynie w przypadku
okreslonych ras fizjologicznch grzybow patogenicznych. Niestety podstawowa wadg tej odpornosci
jest to, ze podlega zjawisku ,,zalamywania si¢” wynikajagcemu z procesOw przystosowawczych w
populacjach patogenow.

Do drugiej grupy genow odpornosci zaliczamy geny warunkujgce odporno$s¢ w stadium
ro$liny dorostej (ang. adult plant resistance, APR), zwanej takze ,,odpornoscig rasowo-
niespecyficzng” lub ,,czesciowq”. Zabezpiecza ona ro$ling jednoczesnie przed wieloma rasami
patogenow, stad charakteryzuje si¢ ona wigkszg trwato$cia w warunkach produkcyjnych a cecha
charakterystyczng dla ich dziatania jest spowolnienie procesu infekcji patogena (ang. slow rusting -
w przypadku rdzy) i obnizenie poziomu porazenia. Do tej pory najlepiej poznanym genem
warunkujgcym odpornos¢ typu poziomego jest gen Lr34/Yr18/Sr57/Pm38 (dalej opisany jako Lr34).
Dotychczas, gen Lr34 zostal uznany za zrodto trwatej i rasowo niespecyficznej odpornosci na rdze



brunatng, zo6tta, zdzblowa oraz maczniaka prawdziwego. Gen ten zostal sklonowany a sekwencja
poznana. Koduje on transporter wigzacy ATP (tzw. ABC transporter — ATP Binding Cassette
transporter). Jest to wielodomenowe biatko blonowe, wykorzystujace energie z hydrolizy ATP do
translokacji substancji przez blon¢ komorek wszystkich organizméw zywych. Dlatego tez gen Lr34
jest powszechny we wszystkich odmianach pszenicy heksaploidalnej, w Kkilku wariantach
allelicznych. Allel zapewniajacy odpornos¢ (Lr34res) rézni si¢ od powszechnie obecnego w
pszenicy allelu Lr34sus trzema mutacjami typu SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu — ang.
single nucleotide polymorphism) w intronie 4 oraz egzonach 11 i 12 sekwencji genu Lr34. Cechg
charakterystyczng dziatania tego allelu jest podwyzszenie odpornosci na infekcje niezaleznie od
rasy i rodzaju patogena.

Oprocz genu Lr34 zidentyfikowano tylko trzy inne geny o podobnym mechanizmie
dziatania, tj. Lr46/Yr29/Pm39 (dalej pod nazwa Lr46), Lr67/Yr49 (Lr67) oraz Lr68, ktore okreslane
sg takze jako geny typu ,,slow rusting” i majg szerokie spektrum indukowania odpornosci.

Geny typu APR sa z powodzeniem uzywane w programach hodowlanych CIMMYT (The
International Maize and Wheat Improvement Center). Udowodniono, ze kazdy z wyzej opisanych
genoéw powoduje spowolnienie infekcji patogena i w konsekwencji obnizenie stopnia porazenia. Nie
ma natomiast danych, jak te geny ze soba wspodldziataja 1 jaki bylby ich wspolny wpltyw na
ksztattowanie poziomu odpornosci na choroby wywotane przez grzyby patogeniczne. Co wigcej,
nowym wyzwaniem w hodowli jest stworzenie kombinacji (piramid genowych) zawierajacych
zaro6wno geny odpornos$ci typu pionowego i poziomego.

Cele zadania — tematy badawcze

1. Analiza molekularna 146 prob pobranych z 73 genotypoéw pszenicy zwyczajnej, potencjalnie

posiadajacych geny typu ,,slow rust”, w celu identyfikacji markerow gendéw Lr34, Lr46,
Lr67 i Lr68.

2. Analizy ddPCR 150 prob pobranych z pigciu genotypéw wyjsciowych (fitotron) w celu
okreslenia ekspresji genow typu ,,slow rust”.

Material, metody i wyniki

W pierwszym temacie badawczym materiatem do badan byty 73 genotypy pszenicy
zwyczajnej, ktore wg literatury zawieraja geny odpornosci poziomej na rdze¢ brunatng. Analiza form
wyjSciowych pozwolita na selekcje genotypow posiadajacych zardwno poszukiwane geny
odpornosci, jak 1 odpowiedni poziom ekspresji tych gendéw, co zostato przeanalizowane w ramach
odpowiednio tematu badawczego nr 1 i 2. Wybrane w ten sposob genotypy zostang uzyte do
krzyzowan z polskimi odmianami/liniami hodowlanymi pszenicy w dalszych etapach projektu,
zaczynajac od 2022 roku

Materiat do izolacji genomowego DNA stanowi¢ byta tkanka liSciowa kazdego z 73
genotypow. Materiat do analiz molekularnych zbierano w fazie drugiego liscia (BBCH 12). Liscie
pobierane byly do probowek typu eppendorf i przechowywane w temperaturze -80°C do momentu
izolacji DNA. Genomowe DNA izolowane bytlo za pomoca komercyjnie dostepnego zestawu
GnenMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit firmy EURX® sp. z 0.0. Badania w ramach
zadania nr 1 polegaly na identyfikacji loci genéw Lr34, Lr46, Lr67 i Lr68 za pomoca markerow
molekularnych typu SSR (ang. Simple Sequence Repeats — proste sekwencje powtdrzone) oraz
CAPS (ang. Cleaved Amplified Polymorphic Sequence - polimorfizm sekwencji powielonej i
pocietej). Do analizy markerow SSR (Short Simple Repeats) i CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequences) zastosowano startery zsytetyzowane przez firm¢ MERCK (tab. 1.).



Tabela 1. Sekwencje starterow markerow genow warunkujgcychch odpornosé typu slow rust.
T.a. — temperatura anniealingu

Typ Sekwencje starterow (5° —3°) Ta. .

Lp Gen Marker markera | Forward Reverse [°C] Zrbdio
1. csLV34 SSR GTT GGT TAA GAC TGG TGA TGG TGC TTG CTATTG CTG AAT AGT 55
2. Lr3a Xgwm295 SSR GTG AAG CAG ACC CAC AAC AC GAC GGC TGC GAC GTA GAG 60 MAS Wheat
3. Xgwm130 SSR AGC TCT GCT TCA CGA GGA AG CTCCTCTTT ATATCG CGT CCC 58
4. Xbarc352 SSR CCCTTTCTCGCT CGCCTATCCC CTGTTT CGC CCAATCTCG GTG TG 60
5 csLVA6G22 CAPS Sekwencje oraz warunki AreakA(A:Jl on;yfnane dzigki wspotpracy z Prof. E. Lagudah’em

Lr46 Poufne do momentu publikacji wynikdéw
6. Xgwm259 SSR AGG GAAAAG ACATCTTTTTITTC CGACCG ACTTCG GGT TC 61
7. Lr67 Xcfd71 SSR CAA TAA GTA GGC CGG GAC AA TGT GCC AGT TGAGTTTGC TC 60
8. Xcfd23 SSR TAG CAG TAG CAG CAG CAG GA GCA AGG AAG AGT GTT CAG CC 60 MAS Wheat
9% | Les | G SSR | A4S ATT GTT CAC AGA TCC ATG | GG TAT TCC GGC TCA AAA AGG 60
10. CcS7BLNLRR | CAPS GAA GGAGTG CTT CCT CCACTG CTT GGT TCT CCT GTT CTT CCC 60

Identyfikowano takze ceche nekrozy koncoéw lisci flagowych (Ltn — leaf tip necrosis) jest
charakterystyczna 1 sprzezona z wszystkimi analizowanymi genami typu slow rusting (Huerta-
Espino i in. 2020). Jest to cecha ujawniajaca si¢ po kwitnieniu. W celu analizy wystgpowania tej
cechy w analizowanej puli 73 genotypow pszenicy w warunkach polowych pobierano dziesie¢ lisci
z kazdego genotypu i poddano analizie wizualnej oraz dokumentacji fotograficznej.

Analizy markerow za pomocg metody PCR oraz rozdzialu elektroforetycznego otrzymanych
produktéw w zelu agarozowym wykonano dla dwodch prob kazdego z 73 genotypow
przeznaczonych do analiz. Do analiz wykorzystano 10 markeréw molekularnych (tab. 1) oraz jeden
marker morfologiczny (Ltn), ktore postuzyty do identyfikacji allelli sprzezonych z czteroma genami
warunkujacych odporno$¢ typu slow rusting. tacznie przenalizowano 146 prob. Zgodnie
z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej kazda analiza PCR zostala wykonana w dwoch
powtdrzeniach. Lacznie wykonano 272 analizy PCR. W celu zidentyfikowania locus genu Lr34 u
73 genotypow pszenicy zwyczajnej wykorzystano cztery markery: csLV34, Xgwm29, Xbarc352, 5
oraz Xgwm130. Obecnos¢ wszystkich markeréw sprzezonych z allelem Lr34res stwierdzono u
siedmiu genotypow. W celu zidentyfikowania locus genu Lr46 u 73 genotypow pszenicy
zwyczajnej wykorzystano dwa markery: Xwmc44 oraz marker typu CAPS csLV46G22. Jako
genotyp referencyjny, posiadajacy allel Lr46res (warunkujacy odpornos¢), uzyto odmiane Pavon76.
Warianty wskazujace na obecnosc allelu Lr46res wszystkich dwoch uzytych markerow zostaty
zidentyfikowane u 6 genotypow. ldentyfikacja locus genu Lr67 zostata wykonana przy uzyciu
dwoch markerow typu SSR: Xcfd71 oraz Xcfd23. Wskazujace na odpornos¢ warianty obu markerow
zidentyfikowano u 8 genotypéw. W celu identyfikacji allelu Lr68res, warunkujacego odpornos¢
typu slow rusting, uzyto jednego markera typu SSR (csSGS) oraz jednego markera typu CAPS
(cs7BLNLRR). U 20 genotypow stwierdzono warianty oba markerow, ktore sa charakterystyczne dla
allelu warunkujacego odporno$¢. Dodatkowo przeprowadzono obserwacje nekrozy koncowek lisci
(LTN), cechy sprzgzonej z genami odpornosci typu slow rusting, a doktadniej z genami: Lr34
(Ltnl), Lr46 (Ltn2), Lr67 (Ltn3) oraz Lr68 (Ltn4). Charakterystyczne nekrozy koncowek lisci
obserwowano u 48 badanych genotypow. Celem badan w ramach tematu nr 1 bylo opracowanie
warunkow reakcji multiplex PCR do detekcji gendw odpornosci Lr34, Lr46 i Lr68 w pszenicy przy
uzyciu nastgpujacych markerow genetycznych: csLV34, Xwmc44 oraz csGS. W wyniku badan
opracowano warunki reakcji multiplex PCR dla czterech wariantow symultanicznej detekcji genow
typu ,,slow rusting”: Lr34 + Lr46 + Lr68 (wariant I), Lr46 + Lr68 (wariant II) oraz Lr34 + Lr68
(wariant 1) (fot. 1).



wariant | wariant Il warlant Il
Lr34 + Lrd6 + Lr68 Lrd6 + Lr68 Lr34 + Lr68

Fot. 1. Elektroforogram przedstawiajqcy obecnos¢ markerow molekularnych csLV34 (dla genu
Lr34), Xwmc44 (dla genu Lr46) oraz csGS (dla genu Lr68) w genotypach pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.); M—GenerRuler 50 bp DNA ladder (Nippon Genetic Europe, Germany)

W drugim temacie badawczym materiatem do badan bylo 5 genotypow pszenicy wybranych
na podstawie zadania badawczego nr 1. Genotypy wysiane zostaly w trzech powtorzeniach
biologicznych, w dwdch wariantach (inokulowane i nieinokulowane). L.gcznie wysiano 30 roslin (5
genotypow referencyjnych x 3 powtdrzenia x 2 warianty). Kryterium wyboru materiatow do badan
w ramach tematu badawczego 2 byla obecnos¢ gendéw typu "slow rusting". Obecnos¢ tych gendéw
zostata wczesniej zweryfikowana w ramach tematu badawczego 1. Ponadto pod uwage brano liczba
loci wystepujaca w danym genotypie. Wobec powyzszego wybrano genotypy posiadajace
skumulowane loci gendéw typu "slow rusting" (piramidyzacja). W sklad analizowanych odmian
wchodzity: Artigas, NP846, Glenlea, Lerma Rojo i TX. Obserwacje naturalnego porazenia przez
grzyby patogeniczne z rodzaju Puccinia przeprowadzono w szeSciu lokalizacjach na terenie kraju
dla roslin w stadium siewki oraz w stadium rosliny doroslej. Obserwacje przeprowadzone w
Rolniczym Gospodarstwie Doswiadczalnym Dilon wykazaly niskie porazenie roslin przez P.
triticina (powodujgca rdz¢ brunatng). Badane rosliny w stadium siewki charakteryzowatly sie
porazeniem w zakresie 5-9 wg dziewigciostopniowej skali porazenia (1- najbardziej porazone; 9-
catkowicie odporne). Osiem genotypéw charakteryzowato si¢ catkowitag odpornoscig. Obserwacje
roslin w stadium rosliny dorostej wykazaly, 1z badane genotypy takze charakteryzowaly si¢ niskim
stopniem porazenia o podobnym zakresie w porownaniu do obserwacji na siewkach — tj. w zakresie
5-9. Tylko jeden genotyp (Glenlea) charakteryzowal si¢ caltkowitym brakiem objawdw porazenia.
Aby zapewni¢ poprawnos$¢ wnioskowania na temat ekspresji miRNA zwigzanego z analizowanymi
genami (Lr34, geny kandydujace Lr46, Lr67) w pierwszej kolejnosci analizowano ekspresje samych
genow. Wobec powyzszego z badanych probek izolowano zarowno matrycowe RNA (mRNA) oraz
mikro RNA (miRNA). W przypadku mRNA reakcja odwrotnej transkrypcji zostata przeprowadzona
przy uzyciu kitu iScript™ Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR z firmy BIO-RAD. W
przypadku analiz miRNA do reakcji odwrotnej transkrypcji wykorzystano kit SuperScript™ [V
Reverse Transcriptase 10 000 U z firmy ThermoFisher Scientific. Po reakcji odwrotnej transkrypcji
mierzono koncentracje¢ cDNA kazdej probki, ktora byla bardzo wyrownwna 1 miescita si¢ w
granicach od 200 ng/ul do 250 ng/ul. Do analiz qPCR niezbedne bylo wykonanie rozcienczen do 20
ng/ul. Podobnie jak w przypadku analiz mRNA po reakcji odwrotnej transkrypcji mierzono
koncentracje cDNA kazdej probki, ktéra byta dos¢ wysoka 1 miescita si¢ w granicach od 500 ng/ul
do 600 ng/ul. Do analiz ddPCR wymagana jest koncentracja od 3 ng/ul do 6 ng/ul dlatego matryce
rozcienczono sto razy. Aby moc wnioskowaé na temat roli miRNA w reakcji obronnej rosliny na
porazenie przez Puccinia triticina w pierwszej kolejnosci analizowano ekspresj¢ genow odpornosci
Lr34, kandydatow Lr46 oraz Lr67 a nastepnie komplementarnych do nich miRNA. Niestety w
bazach danych nie znaleziono sekwencji genu Lr68 oraz komplementarnych miRNA dla genu Lr67
dlatego nie podlegaly one analizom. Na podstawie danych literaturowych wybrano 4 geny
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referencyjne pszenicy, ktore ulegaly stabilnej ekspresji: TUBP, ARF, RLI oraz EF2-1. Wybrane
geny przetestowano na matrycy zbiorczej cDNA (proby po 12, 24, 48 h od inokulacji). Po
wykonaniu krzywych wzorcowych dla pozostatych genéw referencyjnych wytypowano dwa z nich:
TUBB oraz ARF i1 dla nich wykonano analizy qPCR. Ekspresja genu referencyjnego byla
porownywana z ekspresjg genu analizowanego dla kazdej probki. W badaniach wykazano, ze
sposrdd analizowanych genow slow rust tylko dla genu Lr34, genu kandydata Lr46-Glu2 oraz genu
kandydata Lr46-RLK1 nie zaobserwowano istotnych réznic w profilu ekspresji dla analizowanych
odmian w wybranych punktach czasowych. Oznacza to, ze po porazeniu ro$lin Puccinia Triticina,
kazdy z tych gendéw aktywowal si¢ i1 dziatat w podobny sposob, w kazdej odmianie. W
prezentowanych badaniach analizowano poziom ekspresji genu Lr34 w 5 odmianach, w odpowiedzi
na porazenie przez P. triticina. Ostatecznie najskuteczniej zareagowal system odporno$ciowy w
odmianie Glenlea oraz Artigas poniewaz po 48h od infekcji poziom ekspresji genu Lr34
przekroczyl wyjsciowy poziom ekspresji sprzed inokulacji. Ponadto analizowano takze poziom
ekspresji 9 genow kandydatéw Lr46. Analiza wariancji pozwolita na wybor jednego (Lr46-Glu2),
ktorego profil ekspresji nie roznit si¢ istotnie dla 5 analizowanych odmian w wybranych punktach
czasowych. Z analiz wynika, ze po 24 godzinach od inokulacji, w przypadku wszystkich odmian
uruchomita si¢ reakcja obronna. Poziom ekspresji Lr46-Glu2 zdecydowanie przekroczyt poziom
wyjSciowy. Jest to klasyczna reakcja obronna ro$lin na stres czgsto podawana w doniesieniach
literaturowych, gdzie po 24 godzinach obserwujemu najwyzszy poziom ekspresji danego genu. Po
48 godzinach w przypadku wszystkich odmian poziom ekspresji Lr46-Glu2 spadt ale w odmianach
Artigas, Glenlea, Lerma Rojo i TX nadal przewyzszal poziom wyjsciowy. W badaniach
analizowano rowniez ekspresje genu Lr67. W poréwnaniu do genow Lr34 i Lr46-Glu2 gen Lr67
wykazywal zréznicowang ekspresje w obrebie odmian co wykazala rowniez analiza wariancji. W
przypadku odmian Artigas, NP846 i TX ekspresja genu Lr67 spadta bezposrednio po porazeniu (6h)
1 po 24 godzinach zaczgta si¢ podnosi¢. W przypadku odmiany Lerma Rojo ekspresja genu Lr67
malala i ro$nie na zmian¢ w raz z uptywem czasu od inokulacji, natomiast w przypadku odmiany
Glenlea ekspresja Lr67 najpierw rosta (6h), nastepnie spadata (12h i 24h) i znoéw rosta (48h).
Ostatecznie odmiany Artigas 1 Glenlea najsilniej zareagowaty na stres poniewaz poziom ekspresji
genu Lr67 po 48h od inokulacji podobnie jak przypadku genu Lr34 i genu kandydata Lr46-Glu2
przewyzszal poziom wyjsciowy sprzed inokulacji. Kolejna zastosowang metoda pozwalajaca na
analiz¢ ekspresji byto ddPCR. W badaniach analizowano ekspresje miR9653b, ktorego sekwencja
jest komplementarna do sekwencji genu Lr34. Stwierdzono, ze wyniki wskazuja na mozliwos¢
blokowania ekspresji genu Lr34 przez miR9653b w odmianie Artigas poniewaz gdy rost poziom
ekspresji genu Lr34 spadal poziom ekspresji miR9653b i odwrotnie. Podobne zaleznosci
obserwowano w przypadku odmian NP846 i TX w prawie wszystkich punktach czasowych, gdy
spadat poziom ekspresji genu Lr34 rost poziom ekspresji miR9653b i odwrotnie. Zaleznosci te
pokrywaty si¢ rowniez w niektorych punktach czasowych w przypadku odmian Glenlea (12h 1 24h)
i Lerma Rojo (24h i 48h). Ponadto zaobserwowano blokowanie ekspresji genu kandydata Lr46-
Glu2 przez miR5384-p poniewaz dla odmian Glenlea i NP846 we wszystkich punktach czasowych
zaobserwowano prawidlowos¢, ze gdy ros$nie ekspresja tego genu maleje ekspresja miR5384-p,
ktore jest do niego komplementarne i odwrotnie gdy maleje ekspresja Lr46-Glu2 rosnie ekspresja
miR5384-p. Dla pozostatych odmian podobne prawidlowosci zaobserwowano tylko w wybranych
punktach czasowych: Artigas (6h), Lerma Rojo (12h) i TX (6h i 12h).



Najwazniejsze wnioski:

1.

2.

10.

Markery molekularne pozwolity wyselekcjonowac genotypy posiadajace dwa lub wigcej alleli
genow warunkujacych odpornos¢ typu slow rusting.

Wiaczenie do analiz obserwacji morfologicznego markera Ltn (nekroza koncowek lisci), ktory
jest sprzezony z loci: Lr34 (Ltnl), Lr46 (Ltn2) Lr67 (Ltn3) oraz Lr68 (Ltn4) jest jednym z
czynnikdéw weryfikujacych obecnos¢ alleli warunkujacych odpornosé.

Opracowane trzy warianty multipleks PCR okazaly si¢ by¢ skuteczne w identyfikacji
genotypoéw charakteryzujacych si¢ piramidyzacjg genéw typu slow rusting w analizowanej
puli genotypdow.

Analiza wariancji wykonana dla kazdego genu wykazata, ze tylko dla genu Lr34, genu
kandydata Lr46-Glu2 oraz genu kandydata Lr46-RLK1 nie zaobserwowano istotnych réznic w
profilu ekspresji dla poszczegolnych odmian w analizowanych punktach czasowych. Oznacza
to, ze po porazeniu ro$lin, kazdy z tych genéw aktywowat si¢ i dzialal w podobny sposdb, w
kazdej odmianie. Z posrdd tych genéw najmniej zrdznicowany profil ekspresji odnotowano
dla genu Lr34 oraz genu kandydata Lr46-Glu2.

W przypadku genu Lr34 aktywacj¢ uktadu odpornosciowego u wszystkich analizowanych
odmian odnotowano po 24h od inokulacji. Najwyzszy wzrost ekspresji po 24h odnotowano
dla odmian Glenlea 1 Lerma Rojo. Ostatecznie najskuteczniej zareagowal system
odpornosciowy w odmianie Glenlea oraz Artigas poniewaz po 48h od infekcji poziom
ekspresji genu Lr34 przekroczyt wyjsciowy poziom ekspresji sprzed inokulacji.

W przypadku genu kandydata Lr46-Glu2 przetom dla mechanizmu odporno$ci nastapit po 24
godzinach od inokulacji, gdzie w przypadku wszystkich odmian uruchomita si¢ reakcja
obronna. Poziom ekspresji Lr46-Glu2 zdecydowanie przekroczyt poziom wyjsciowy sprzed
inokulacji. Po 48 godzinach w przypadku wszystkich odmian poziom ekspresji Lr46-Glu2
spadt ale w odmianach Artigas, Glenlea, Lerma Rojo i TX nadal przewyzszal poziom
wyjs$ciowy sprzed inokulacji.

Gen Lr67 wykazuje zroznicowana ekspresj¢ w obrgbie odmian, co wykazata analiza
wariancji. Ostatecznie odmiany Artigas i Glenlea najsilniej zareagowaty na stres poniewaz
poziom ekspresji genu Lr67 po 48h od inokulacji podobnie jak przypadku genu Lr34 i genu
kandydata Lr46-Glu2 przewyzszat poziom wyjsciowy sprzed inokulacji.

Wyniki wskazujg na mozliwo$¢ blokowania ekspresji genu Lr34 przez komplementarne do
jego sekwencji miR9653b w odmianie Artigas poniewaz gdy rost poziom ekspresji genu Lr34
spadal poziom ekspresji miR9653b 1 odwrotnie. Podobne zalezno$ci obserwowano w
przypadku odmian NP846 i TX w prawie wszystkich punktach czasowych, gdy spadat poziom
ekspresji genu Lr34 rost poziom ekspresji miR9653b i odwrotnie. Zaleznosci te pokrywaly si¢
réwniez w niektorych punktach czasowych w przypadku odmian Glenlea (12h i 24h) i Lerma
Rojo (24h i 48h).

Zaobserwowano mozliwo$¢ blokowania ekspresji genu kandydata Lr46-Glu2 przez miR5384-
p poniewaz dla odmian Glenlea i NP846 we wszystkich punktach czasowych zaobserwowano
prawidtowo$¢, ze gdy ros$nie ekspresja tego genu maleje ekspresja miR5384-p, ktore jest do
niego komplementarne i odwrotnie gdy maleje ekspresja Lr46-Glu2 rosnie ekspresja
miR5384-p. Dla pozostatych odmian podobne prawidlowosci zaobserwowano tylko w
wybranych punktach czasowych: Artigas (6h), Lerma Rojo (12h) i TX (6h i 12h).

Bazujac na wynikach analiz molekularnych, oraz obserwacji porazenia (temat badawczy nr 2)
wybrano 5 genotypow (Glenlea, Lerma Rojo, NP486, TX89D6435, Purdue, Sparrow, A99
AR, 7531-V3D oraz Artigas) jako zrédta co najmniej dwoch gendw odpornosci typu slow
rusting, ktore moga zosta¢ wykorzystane do poszerzenia puli genetycznej odmian pszenicy
uprawne;.



