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Wykorzystanie reakcji multipleks PCR do jednoczesnej identyfikacii
genow odpornosci na choroby pszenicy zwyczajne;j
(Triticum aestivum L.).
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Rdza brunatna, powodowana przez Puccinia triticina Eriks., jest jedng z najbardziej
powszechnych choréb pszenicy na swiecie. W optymalnych warunkach sSrodowiskowych
infekcja moze znacznie zmniejszy¢ mase i liczbe ziarniakow w kfosie, co przektada sie na
spadek plonu nawet do 70%. Ponad 80 gendw odpornosci Lr (ang. Leaf rust, rdza brunatna)
zostato zidentyfikowanych i opisanych w Catalogue of Genes Symboles for Wheat. Wigkszos$¢
z nich nalezy do grupy gtéwnych genéw odpornosci (geny R). Inny typ genéw opornosci, zwany
genami opornosci rasowo niespecyficznej lub genami opornosci poziomej, zapewnia trwatg
odporno$¢ na wszystkie rasy réznych patogenow. Piramidyzacja genow zapewniajgcych
odpornos$¢ na okreslong rase patogenu wraz z wprowadzeniem rasowo niespecyficznych
genow odpornosci jest najskuteczniejszg strategig majgca na celu zapobieganie zalamywaniu
sie odpornosci uwarunkowanej genetycznie. Selekcja osobnikéw jest waznym etapem w
hodowli pszenicy.

Obecnie klasyczng selekcje wspiera identyfikacja markeréw molekularnych zwigzanych
z wartosciowymi cechami. Chociaz techniki molekularne sg wysoce specyficzne, czute i
niezawodne, sg jednak drogie, pracochfonne i czasochtonne. Multipleksowa reakcja
tancuchowa polimerazy (multipleks PCR) byta z powodzeniem wykorzystywana w wielu
dziedzinach badan DNA. Pozwala na jednoczesng amplifikacje dwoch lub wiecej loci w jedne;j
reakcji, co skraca czas i zmniejsza koszty badan.

Celem badah byto opracowanie multipleksowych protokotéw PCR do jednoczesnej
identyfikacji gtdwnych gendéw odpornosci na rdze lisci Lr19, Lr24, Lr26 i Lr38 wraz z genami
typu ,slow rusting” Lr34 i Lr68 w roznych kombinacjach, ktére mogg by¢ do wykorzystane do
selekcji w hodowli pszenicy.

Badania dofinansowane przez MRIRW w ramach badah podstawowych na rzecz postepu
biologicznego w produkgciji roslinnej w latach 2021-2027 — zadanie nr 5. Analiza molekularna
gendéw warunkujgcych odporno$¢ poziomg u pszenicy (Triticum aestivum L.) na porazenie
przez grzyby patogeniczne z rodzaju Puccinia sp.
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Analiza obecnosci wybranych gendéw odpornosci na rdze brunatng u
odmian pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.).
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Produkcja zbéz w Polsce jest jedng z najwazniejszych gatezi rolnictwa i ma kluczowe
znaczenie dla gospodarki zywnosciowej kraju. Na uprawe zb6z w znacznym stopniu wpltywaja:
warunki klimatyczne, postep hodowlany, wielkos¢ oraz struktura gospodarstwa, a takze
poziom rozwoju technologicznego. W 2021r. Polska zajeta trzecie miejsce (tuz po Francji i
Niemczech wsérdd krajow cztonkowskich) pod wzgledem wielko$ci areatu uprawy, oraz trzecie
(po Francji i Niemczech) w uzyskiwanych zbiorach. Choroby roslin sg aktualnie gtéwna
przyczyna strat w produkcji roslinnej. Patogeny roslinne sg przyczyng redukcji plonéw o 1/5.
Patogen Puccinia triticina Eriks. (Pt), odpowiedzialny za rdze brunatng lisci, moze rozwija¢ sie
w szerokim zakresie warunkow klimatycznych, szybko rozprzestrzenia swoje zarodniki
poprzez wiatr utatwiajgc przetamanie odpornosci genetycznej. Infekcja wptywa na
zmniejszenie masy i liczby ziaren w ktosie w optymalnych warunkach srodowiskowych, co
moze skutkowac spadkiem plonu nawet o 70%. Wystepowanie choréb wywotywanych przez
Puccinia triticina Eriks. ograniczane jest miedzy innymi poprzez stosowanie odmian z genami
odpornosci. Zidentyfikowano ponad 80 genéw odpornosci Lr (ang. Leaf rust), jednak niewiele
z nich nadaje roslinom oczekiwany poziom odpornos$ci i czesto wigze sie z niepozgdanymi
cechami. Jednym z problemow jest zubozenie puli genowej nhowoczesnych odmian zbéz, co
powoduje poszukiwanie nowych potencjalnych zrédet gendéw odpornosci, stad bardzo duze
ma znaczenie dysponowanie aktualnymi i petnymi danymi o odpornosci form i materiatow
hodowlanych pszenicy.

Celem badania byta analiza obecnosci wybranych genéw odpornosci na rdze brunatng
w odmianach pszenicy ozimej zarejestrowanych w Polsce, Europie zachodniej oraz w
przyktadowych liniach hodowlanych. Badania dofinansowane przez MRiRW w ramach badan
podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji rodlinnej w latach 2021-2027 —
zadanie nr 5. Analiza molekularna genéw warunkujgcych odpornos¢ poziomg u pszenicy
(Triticum aestivum L.) na porazenie przez grzyby patogeniczne z rodzaju Puccinia sp.
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Analiza profili ekspresji genow typu ,slow rust” oraz badanie
powigzanych miRNA u mieszancow pszenicy zwyczajnej w odpowiedzi
na infekcje Puccinia triticina.
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Rdza brunatna powodowana przez Puccinia triticina jest jedng z najgrozniejszych
choréb prowadzacych do znaczacych strat w uprawach pszenicy zwyczajnej. U dorostych,
odpornych na rdze roslin obserwuje sie odpornosé¢ typu APR (adult plant resistance), ktora
chroni ro$line przed wieloma rasami patogendéw i wyrdéznia sie trwatoscia w warunkach
produkcyjnych. Kluczowe geny typu slow rust, takie jak Lr34, Lr46, Lr67 i Lr68, w potgczeniu
Z innymi genami Lr, skutecznie zwiekszajg trwatg odporno$¢ na choroby powodowane przez
rdze. Celem pracy byta analiza réznic w ekspresji genu Lr34, gendw kandydujgcych dla Lr46
oraz genu Lr67 odpowiedzialnych za zréznicowang odpornos¢ na rdze brunatng form
mieszancowych F1 powstalych w wyniku krzyzowania odmiany Glenlea z genotypami
pochodzgcymi z polskich firm hodowlanych. U dorostych roslin indukowano stres biotyczny
poprzez inokulacje zarodnikami grzybéw w warunkach kontrolowanych w fitotronie. Materiat
roslinny pobierano przed oraz po 6, 12, 24, 48 h po inokulacji (hpi). Réznice w ekspresji
wybranych genoéw kandydujgcych analizowano z wykorzystaniem real-time PCR. Dodatkowo
analizowano ekspresje czasteczek miRNA komplementarnych do genu Lr34 oraz gendow
kandydujgcych dla Lr46 przy uzyciu ddPCR. Badania wykazaly, ze ekspresja tych genow
ksztattuje sie w sposdb zréznicowany w wybranych punktach czasowych. Sposrod
analizowanych gendw, gen kandydujacy Lr46-Glu2 charakteryzowat sie najwyzszg ekspresjg
po inokulacji. Sugeruje to jego istotng role w procesach odpornosciowych. Kolejnym genem o
wysokiej ekspresji byt inny gen kandydujgcy Lr46-RLK3. Rola pozostatych gendw Lr46-RLK1
i Lr46-RLK2 byta nieistotna statystycznie. Wyniki wskazujg, ze poziom ekspresji genu
kandydujgcego Lr46- Glu2 dla wszystkich form mieszahcowych intensywnie wzrasta w 24 hpi.
Zgodnie z danymi literaturowymi po inokulacji patogenem ekspresja gendw Lr jest najwyzsza
po 12 i 24 godzinach. Taki profil ekspresji zostat zaobserwowany tylko w przypadku genu Lr46-
Glu2, co sugeruje, ze jest zwigzany z reakcjg roslin na porazenie przez rdze brunatng i moze
by¢ wiasciwym genem Lr46.
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