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Wstep

Nowoczesne odmiany pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) charakteryzuja si¢ dos¢
waskim zakresem zmiennosci genetycznej co moze skutkowaé pogorszeniem zdolnosci adaptacji
w przypadku zmian w §rodowisku, a takze wzrostem wrazliwosci na stresy biotyczne 1 abiotyczne.
Choroby wywolane przez grzyby patogeniczne istotnie limitujg wysokos¢ i1 jakos¢ plonu pszenicy
uprawnej. Do najgrozniejszych chordb pszenicy wywotanych przez grzyby zaliczy¢ mozna rdze
brunatng, powodowang przez Puccinia recondita f. sp. tritici (syn. P. triticina). W Polsce,
w optymalnych warunkach rozwoju choroba ta moze powodowa¢ znaczny spadek plonu, nawet do
30%. Piramidyzacja genéw warunkujacych odporno$¢ na konkretng ras¢ patogenu, badz
wprowadzenie gendow odporno$ci niespecyficznych rasowo (odporno$¢ horyzontalna, pozioma,
wielogenowa, poligeniczna) to dwie, niewykluczajace si¢ strategie hodowlane, ktérych celem jest
zapobieganie przetamaniu odpornosci warunkowanej genetycznie. Obecnie zidentyfikowano ponad
100 alleli genow warunkujacych odpornos¢ na rdz¢ brunatna, ok. 130 alleli genéw warunkujacych
odpornos$¢ na rdzg z6ttg oraz ponad 140 alleli genow odpowiadajgcych za odporno$¢ na maczniaka
prawdziwego.

Geny odpornosci podzielono na dwie grupy. Do pierwszej z nich nalezg tzw. ,,gldéwne geny
odpornosci” odpowiedzialne za indukcje odpornosci typu pionowej (,,gen na gen”), zwanej inaczej
,odporno$cig rasowo-specyficzng”. Pionowa odpornos¢ jest efektywna jedynie w przypadku
okreslonych ras fizjologicznch grzybow patogenicznych. Niestety podstawowa wadg tej odpornosci
jest to, ze podlega zjawisku ,,zalamywania si¢” wynikajacemu z procesOw przystosowawczych
W populacjach patogenow. Do drugiej grupy gendow odpornosci zaliczamy geny warunkujace
odporno$¢ w stadium ro$liny dorostej zwanej takze ,,odpornoscig rasowo-niespecyficzng” Iub
,»CzeSciowa”. Zabezpiecza ona ro$ling jednoczesnie przed wieloma rasami patogenow, stad
charakteryzuje si¢ ona wigksza trwatoscig w warunkach produkcyjnych a cechg charakterystyczna



dla ich dziatania jest spowolnienie procesu infekcji patogenu (ang. slow rusting - w przypadku rdzy)
1 obnizenie poziomu porazenia. Jak dotychczas w pszenicy scharakteryzowano siedem gendéw
warunkujgcych obnizony poziom infekcji na choroby wywotane przez grzyby z rodzaju Puccinia sp.
(tzw. geny typu ,,slow rusting”): Lr34/Yr18, Lr46/Yr29, Lr67/Yr46, Lr68, Lr75, Lr77 oraz Lr78.
Do tej pory najlepiej poznanym genem warunkujgcym odpornos$¢ typu poziomego jest gen
Lr34/Yr18/Sr57/Pm38 (dalej opisany jako Lr34). Dotychczas, gen Lr34 zostal uznany za zrodto
trwalej 1 rasowo niespecyficznej odpornosci na rdz¢ brunatng, zo6tta, zdzblowa oraz maczniaka
prawdziwego. Gen ten zostat sklonowany a sekwencja poznana. Koduje on transporter wigzacy
ATP (tzw. ABC transporter — ATP Binding Cassette transporter). Jest to wielodomenowe biatko
btonowe, wykorzystujace energi¢ z hydrolizy ATP do translokacji substancji przez blong komoérek
wszystkich organizméw zywych. Dlatego tez gen Lr34 jest powszechny we wszystkich odmianach
pszenicy heksaploidalnej, w kilku wariantach allelicznych. Allel zapewniajacy odpornosé (Lr34res)
rozni si¢ od powszechnie obecnego w pszenicy allelu Lr34sus trzema mutacjami typu SNP
(polimorfizm pojedynczego nukleotydu — ang. single nucleotide polymorphism) w intronie 4 oraz
egzonach 11 i 12 sekwencji genu Lr34. Cechg charakterystyczng dziatania tego allelu jest
podwyzszenie odpornosci na infekcj¢ niezaleznie od rasy i rodzaju patogenu. Udowodniono, ze
kazdy z wyzej opisanych genéw powoduje spowolnienie infekcji patogenu i w konsekwencji
obnizenie stopnia porazenia. Nowym wyzwaniem w hodowli jest stworzenie kombinacji (piramid
genowych) zawierajacych zar6wno geny odpornos$ci typu pionowego i poziomego.

Geny typu APR sa z powodzeniem uzywane w programach hodowlanych CIMMYT (The
International Maize and Wheat Improvement Center). Udowodniono, ze kazdy z wyzej opisanych
genéw powoduje spowolnienie infekcji patogenu i w konsekwencji obnizenie stopnia porazenia.
Nie ma natomiast danych, jak te geny ze sobg wspotdziataja i1 jaki bytby ich wspolny wplyw na
ksztattowanie poziomu odpornosci na choroby wywotane przez grzyby patogeniczne. Co wigcej,

nowym wyzwaniem w hodowli jest stworzenie kombinacji (piramid genowych) zawierajacych
zardwno geny odpornosci typu pionowego i poziomego.

Cele zadania — tematy badawcze

1. Analiza molekularna 1500 prob pobranych z 30 kombinacji krzyzowan pszenicy zwyczajnej,
posiadajacych geny typu ,,slow rusting”, w celu identyfikacji markeréw genow Lr34, Lr46,
Lr67 i Lr68 a takze genow gtdéwnych odpornosci.

2.Analizy 150 prob pobranych z pieciu genotypow kombinacji krzyzowan (fitotron) w celu
okreslenia ekspresji genow typu ,,slow rusting”.

Material, metody i wyniki

Na cele realizacji projektu uzyskano material roslinny w postaci mieszancOw pszenicy
zwyczajnej zawierajacych geny odpornosci poziomej na rdz¢ brunatng, ktore otrzymano w wyniku
krzyzowan przeprowadzonych w ramach ustugi badawczej wykonanej przez nastepujace firmy:
Danko Hodowla Roslin Sp. z.0.0., Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0. o. Grupa IHAR; Hodowla
Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR; firm¢ Matopolska Hodowla Roslin (MHR) Sp. z o.0. oraz
Poznanska Hodowla Roslin (PHR) Sp. z o.0. Material do izolacji genomowego DNA stanowita
tkanka lisciowa. 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 bylo za pomoca komercyjnie dostepnego
zestawu GnenMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit firmy EURX® sp. z 0.0. Badania




w ramach zadania nr 1 polegaty na identyfikacji loci genow Lr34, Lr46, Lr67 i Lr68 oraz genow
odporno$ci pionowej Lrl9 i Lr24 za pomocg markerow molekularnych typu SSR (ang. Simple
Sequence Repeats — proste sekwencje powtérzone) 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 markeréw genow warunkujgcych odpornosé typu slow rust. T.a. — temperatura

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

Lp | Gen Marker me:;ke Forward Reverse [°C] Zrodio

Markery molekularne genéw typu ,,slow rusting”
1. Lr34 csLva4 SSR GTT GGT TAA GAC TGG TGA TGG TGC TTG CTATTG CTG AAT AGT ‘ 55 ‘ mﬁ;t
2 » csLV46G22 CAPS Sekwencje oraz warunll; ;?‘31:3; (:]t:;)];r::tr:lepiz;]@ill((; Z;/f;:;)}i]];:zz{” z Prof. E. Lagudah’em
3 Xumcd4 SSR GGT CTT CTG GGC TTT GAT CCT G CTTGCTAGE BACCCETAG | 61
4. Lr67 Xcfd71 SSR CAA TAA GTA GGC CGG GAC AA TGT GCC AGT TGAGTTTGC TC 60 MAS
5. Xcfd23 SSR TAG CAG TAG CAG CAG CAG GA GCA AGG AAG AGT GTT CAG CC 60 Wheat
6. | Lres | csGS SSR | AAGATT GTTCACAGATCCATGTCA | SACTATTCCGECTCAAAA 60

Markery molekularne gendéw typu ,,slow rusting”
7. Lr19 Xwmc221 SSR ACG ATA ATG CAG CGG GGA AT GCT GGG ATC AAG GGATCA AT 55 MAS
8. | Lraa | sr24#12 SSR | CAC CCG TGA CAT GCT CGT A PG RCCAMATEABCAACG 63 | Wheat

Identyfikowano takze ceche nekrozy koncow lisci flagowych (Ltn — leaf tip necrosis) jest
charakterystyczna i sprz¢zona z wszystkimi analizowanymi genami typu slow rusting. Jest to cecha
ujawniajgca si¢ po kwitnieniu. W celu analizy wystepowania tej cechy w analizowanej puli 73
genotypow pszenicy w warunkach polowych pobierano dziesig¢ lisci z kazdego genotypu i poddano
analizie wizualnej oraz dokumentacji fotograficznej.

Badania w ramach tematu badawczego nr 1 polegaty na identyfikacji loci czterech genow
typu ,,slow rusting”: Lr34, Lr46, Lr67 i Lr68, u roslin mieszancowych pszenicy ozimej pokolenia
F1 za pomocg szesciu markeréw molekularnych wyselekcjonowanych na bazie wynikow w roku
2021. Ponadto genotypy pokolenia F1 poddano analizom w celu identyfikacji dwéch gléwnych
genow Lrl9 i Lr24 warunkujacych odporno$¢ na porazenie przez grzyby z rodzaju Puccinia.

Zgodnie z harmonogramem opracowano protokoty reakcji multipleks PCR, ktore pozwalajg
jednorazowo zidentyfikowa¢ rozne kombinacje badanych genéw odpornosci poziomej (Lr34, Lr68)
i dwoch gtéwnych genow odpornosci (Lr19 i Lr24).

Analizy simplex PCR, tj. analizy PCR z uzyciem pojedynczych markeréw pozwolily okresli¢
obecnos¢ badanych alleli genéw odpornosci typu ,,slow rusting” w otrzymanych genotypach
mieszancowych. Co ciekawe, jeden z genotypow akceptorowych, w postaci odmiany Euforia,
charakteryzowal si¢ obecnoscig genow Lr46 oraz Lr68. Wyjasnia to ponadprzecietng trwalosé
odpornosci tej odmiany, obserwowanej w ostatnich latach.

Kluczowym, tegorocznym osiggnieciem jest opracowanie zestawu trzynastu multipleksowych
kombinacji markeréw PCR, ktére mozna zastosowac w procesie selekcji wspomaganej markerami.
Opracowalismy protokoly multipleksowego PCR dla najskuteczniejszych gtownych genéw (Lr19,
Lr24, Lr26 i Lr38) oraz genow typu ,,slow rusting”: Lr34 i Lr68, ktore zapewniajg trwatg odpornosc¢
pszenicy. Multipleksowy PCR znajduje szerokie zastosowanie w branzy hodowli ro$lin do:
wysokowydajnego genotypowania i selekcji wspomaganej markerami (MAS — ang. Marker Assisted
Selection) oraz identyfikacji organizmoéw zmodyfikowanych genetycznie. Jest to szybka metoda,
ktora pozwala rowniez obnizy¢ koszty badan 1 skroci¢ czas trwania eksperymentu.

W drugim temacie badawczym analizowano réznice w ekspresji genu Lr34, genow
kandydujacych Lr46 oraz genu Lr67 odpowiedzialnych za zréznicowang odporno$¢ na rdze
brunatng form mieszancowych Fi1 powstatych z przekrzyzowania odmiany Glenlea z genotypami
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pochodzacymi z polskich spétek hodowlanych. Materiatem do badan byly rosliny mieszancowe F1
poddano ocenie stopnia porazenia przez rdz¢ brunatng w doswiadczeniu, w fitotronowych oraz
szeSciu lokalizacjach (5 mieszancéw Fi1 x 3 powtorzenia x 6 lokalizacji = 90 obiektow
doswiadczalnych.) na terenic kraju. W warunkach fitotronowych stres biotyczny u form
mieszancowych F1 wywotany zostal w stadium rosliny dorostej poprzez inokulacje zarodnikami
(sporami) grzyba. Materialem infekcyjnym byla mieszanina 5 izolatow P. triticina. Rosliny
mieszancowe F1 pszenicy inokulowane byly poprzez zastosowanie oprysku catych roslin zawiesing
zarodnikow o stezeniu ok. 5x10° zarodnikéw/ml w stadium ro$liny dorostej. Do izolacji mikroRNA
zostal wykorzystany kit mirVana™ miRNA Isolation Kit z firmy ThermoFisher Scientific.
Fragmenty tkanki lisSciowej do analiz molekularnych zostaty pobrane z kazdej rosliny mieszancowej
przed inokulacjg oraz po 6, 12, 24 1 48 godzinach po inokulacji. Lacznie do analizy ekspresji
mRNA zwigzanego z genem Lr34 i genami kandydujacymi Lr46 pobrano 150 prob {5 mieszancow
x 3 powtorzenia biologiczne x 5 czasow (Oh, 6h, 12h, 24h 1 48h) x 2 warianty (inokulowane
i nieinokulowane)}. Syntez¢ ¢cDNA przeprowadzono dla 150 probek wyizolowanego miRNA.
W tym celu uzyto kitu SuperScript™ IV Reverse Transcriptase 10 000 U z firmy ThermoFisher
Scientific. Z kolei synteze cDNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu iScript cONA Synthesis Kit
z firmy BIO-RAD na bazie mRNA. W celu przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji
czasteczek miRNA, komplementarnych do sekwencji genéw Lr34 oraz Lr46 zaprojektowano
startery dla syntezy cDNA postuzyto do analizy ekspresji w wykorzystaniem reakcji ddPCR oraz
gPCR. Analizujac ekspresj¢ réznych miRNA komplementarnych do sekwencji genu Lr34
stwierdzono, ze najwyzszy poziom ekspresji wystgpit dla wszystkich mieszancéw 1 punktow
czasowych w przypadku miR9653 (tab.2). Podobne wyniki otrzymano w 2021 roku badan na
liniach referencyjnych.

Tabela 2. Sekwencje zaprojektowanych starterow do reakcji ddPCR

Gen | Lp. | Nazwa startera Sekwencja startera
Lr34 | 1. miR9653b F 5’-ACG CAG TGG CCA AGG TCT CTT-3’
2. miR9773 F 5-GGGACGTTTGTTTTTATGTTATTT -3°
3. miR9677b F 5’- AGA TAT CAG GGC GGG GAA CAG -3°
Lrd6 | 4. miR164 F 5’-AGTCAGTGGAGAAGCAGGGCA -3’
5. miR9780 F 5’- ATT ATA CGG GTC GGC GCT GCA -3’
6. miR9775 F 5’- CAT GCATGT GCG CAATAAGATT -3’
7. miR5384-3p F 5’- ATAGTATGAGCGCGCCGCCGT-3’
8. Universal R 5’-CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA-3’

Najwyzsza ekspresja sposrod analizowanych miRNA komplementarnych do genu kandydata
Lr46 (RIk3) odznaczat si¢ miR164. W przypadku miR5384-3p komplementarnego do sekwencji
genu kandydata Lr46 (Glu2) rowniez zaobserwowano istotng ekspresj¢ tego miRNA po porazeniu
przez Puccinia Triticina. W przypadku miR9780 i miR9775 odnotowano nieistotny poziom ich
ekspres;ji.

Startery do reakcji JPCR zostaly zaprojektowane w oparciu o sekwencje uzyskane w ramach
ustugi sekwencjonowania. W 2021 roku zostalo wyselekcjonowanych 10 genéw-kandydatéw dla
genu Lr46, ktorych sekwencje znaleziono w bazie Ensembl Plants. Po sprawdzeniu ekspresji tych
genow do analiz w roku 2022 wybrano te, ktore charakteryzowaly si¢ najwyzsza ekspresjg w
odpowiedzi na porazenie przez Puccinia triticina, czyli geny Glu2, RIk2 i RIk3. Sposrod wszystkich
analizowanych gendéw podobnie jak w roku 2021 najwyzszym poziomem ekspresji po porazeniu
ro$lin przez P. triticina charakteryzowat si¢ gen kandydat Lr46 — Glu2. Wskazuje to na istotng jego
role w procesach odpornosciowych. Kolejnym genem, ktéry charakteryzowal si¢ wysoka istotng
ekspresja byt kolejny gen kandydat Lr46 — RIk3. Rola pozostatych genow kandydujacych Lr46: RIk1
i RIk2 byta nieistotna.




Najwazniejsze wniosKki:

1.

Markery molekularne pozwolily wyselekcjonowac genotypy posiadajace dwa lub wigcej alleli
gendéw odpornosci typu ,,slow rusting” wsrod form mieszancowych pokolenia Fi.

Odmiana Euforia, charakteryzowala si¢ obecnos$cig genow Lr46 oraz Lr68 aw wyniku
przeprowadzonych badan, jej pula genetyczna zostata poszerzona o gen Lr34 oraz Lr67.

Optymalizacja metody PCR w celu zaprojektowania reakcji multipleksowego PCR wymaga
nastepujacych krokow:
a. selekcji efektywnych, dostepnych markerow molekularnych dla Lrl19, Lr24, Lr34 i
Lr68, ktorych rozmiary amplikondw pozwalajg na rozrdznienie poszczegolnych alleli
w multipleksie;
b. dopasowanie wspolnych temperatur przytaczania za pomoca gradientowego PCR;
€. manipulowanie st¢zeniami starterow w celu uzyskania tatwego do interpretacji
wzoru pragzkowania na zelu.

Opracowane trzynascie wariantow multipleks PCR okazaty si¢ by¢ skuteczne w identyfikacji
genotypow charakteryzujacych si¢ piramidyzacja genow typu ,,slow rusting” w analizowanej
puli genotypdow.

Dwuletnie obserwacje morfologicznego markera Ltn (nekroza koncowek lisci), ktory jest
sprzezony z loci: Lr34 (Ltnl), Lr46 (Ltn2) Lr67 (Ltn3) oraz Lr68 (Ltn4) wykazaty, iz
obserwowana cech jest stalym markerem obecnos¢ alleli warunkujacych odpornosé.

Analizujac ekspresj¢ roznych miRNA komplementarnych do sekwencji genu Lr34 stwierdzono,
ze najwyzszy poziom ekspresji wystapit dla wszystkich mieszancoéw 1 punktéw czasowych w
przypadku miR9653b. Podobne wyniki otrzymano w 2021 roku badan na liniach
referencyjnych. Wobec powyzszego mozna sadzi¢, ze miR9653b jest istotnie zaangazowany w
procesy zwigzane z odpornos$cig roslin na rdz¢ brunatng.

Najwyzsza ekspresja sposrdd analizowanych miRNA komplementarnych do gendéw
kandydatow Lr46 odznaczat si¢ miR164, ktory byt komplementarny do genu kandydata RIk3.
W przypadku miR5384-3p komplementarnego do sekwencji genu kandydata Glu2 réowniez
zaobserwowano istotng ekspresje tego miRNA po porazeniu przez Puccinia triticina.

Najwyzszym poziomem ekspresji po porazeniu roslin przez Puccinia triticina charakteryzowat
si¢ gen kandydat Lr46 — Glu2. Wskazuje to na istotng jego rolg¢ w procesach odpornosciowych.
Kolejnym genem, ktéry charakteryzowal si¢ nizsza ale istotng ekspresja byl kolejny gen
kandydat Lr46 — RIk3. Rola pozostatych genow kandydujacych Lr46: RIk1 i RIk2 byta
nieistotna.

Gen kandydat Lr46 — Glu2 jest zaangazowany w reakcj¢ odporno$ciowa roslin poniewaz po
porazeniu ich przez grzyb Puccinia triticina w przypadku wszystkich kombinacji
mieszancowych po 24h od inokulacji. Intensywnie ro$nie poziom jego ekspresji osiagajac
wyzsze wartosci niz przed inokulacja.
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