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1. Tytul zadania

Wystepowanie Puccinia graminis na pszenicy i pszenzycie, jego zroéznicowanie O0raz
poszukiwanie fenotypowych, molekularnych i metabolicznych markerow odpornosci na rdzg
zdzbtowa

2. Cele zadania

Celem zadania jest okreSlenie nasilenia wystepowania Puccinia graminis na pszenicy
i pszenzycie w Polsce, stworzenie krajowej kolekcji izolatow tego patogena, zbadanie
wrazliwosci genotypéw zbdz (odmian, roddéw, linii hodowlanych) oraz poszukiwania
markerow fenotypowych, molekularnych i1 metabolicznych do identyfikacji genow
odpornosci na rdz¢ zdzbtowa zbdz 1 traw.

3. Opis tematow badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Okres$lenie nasilenia wystepowania rdzy zdzblowej w uprawach pszenicy i pszenzyta
w Polsce

Cel tematu badawczego 1

Celem tematu bylo okreslenie nasilenia wystgpowania rdzy zdzblowej w uprawach
pszenicy 1 pszenzyta w Polsce.

Materiaty i metody

Przeprowadzono oceng nasilenia wystepowania objawoéw chorobowych rdzy zdZbtowej
zb6z 1 traw na pszenicy 1 pszenzycie na polach produkcyjnych oraz poletkach
do$wiadczalnych nalezacych gltéwnie do Centralnego OsSrodka Badania Odmian Roslin
Uprawnych (COBORU) zlokalizowanych w réznych rejonach Polski, reprezentujacych
powierzchni¢ kraju i poszczegdlne wojewodztwa. Kryterium wyboru pol do planowanych
obserwacji nasilenia wystepowania rdzy zdzblowej byla wstepna informacja od pracownikow
COBORU poszczegdlnych Stacji Doswiadczalnych Oceny Odmian dotyczaca wystepowaniu
objawow tej choroby. Ocen¢ wykonywano réwniez w Zaktadzie Hodowli Roslin w Debinie
nalezagcym do DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0. Ponadto oceniano nasilenie objawow tej
choroby na polach produkcyjnych pszenicy i pszenzyta. Zatozeniem byto objecie
obserwacjami wszystkich wojewodztw Polski. Oceniano procent zdzbet z objawami rdzy
zdzbtowej. Przeprowadzono ja w lipcu. Ponadto pobierano probki zdzbel, na ktorych
widoczne byly objawy rdzy zdZzbtowej do dalszych etapéw badan w ramach projektu.

Fot. 1. Doswiadczenia z odmianami pszenicy i pszenzyta uprawianymi w SDOO COBORU
w Pawlowicach — jedna ze stacji w ktorych wykonywano oceny wystepowania
objawow rdzy zdzblowe;.



Fot. 2. Doswiadczenia z odmianami pszenicy i pszenzyta uprawianymi w ZDOO COBORU
w Luémierzu — jedna ze stacji w ktérych wykonywano oceny wystgpowania objawow rdzy
zdzbtowe;j.

Wyniki

W trakcie obserwacji prowadzonych w 2021 roku nie stwierdzono wystepowania
objawow rdzy zdzbtowej zarowno na pszenicy jaki pszenzycie uprawianych na polach
produkcyjnych. Zapewne przyczynita si¢ do tego stosowana ochrona fungicydowa na tych
polach gdyz w 2021 r. byla duza presja ze strony rdzy brunatnej i rdzy zolte;. W zwiazku
z tym prowadzono intensywna ochrong¢ przed tymi chorobami, ktéra zapewne chronita
rowniez przed rdza zdzbtowa.

Wyrazne objawy rdzy zdzblowej obserwowano na poletkach do$wiadczalnych
prowadzonych przez Centralny Osrodek Badania Odmian Ros$lin Uprawnych oraz firmy
zajmujace si¢ hodowla odmian zb6z. Na pszenicy najwiecej objawow rdzy zdzbtowej
stwierdzono w wojewddztwie podkarpackim, nastepnie $laskim, $wigtokrzyskim, todzkim,
matopolskim, pomorskim, kujawsko-pomorskim, lubuskim, zachodniopomorskim i opolskim.
Objawow tej choroby nie stwierdzono w wojewddztwie dolnoslaskim, lubelskim,
mazowieckim, podlaskim, warminsko-mazurskim i wielkopolskim. Najwigcej objawow
obserwowano na roslinach pszenicy uprawianych w Zaktadzie Doswiadczalnym COBORU
w Dukli.

Fot. 3. Objawy rdzy zdzblowej na roslinach pszenicy ozime;j



Fot. 4. Objawy rdzy zdzblowej na roslinach pszenzyta ozimego

Srednio mniej objawéw chorobowych rdzy zdzblowej obserwowano na pszenzycie. Na
tej ro$linie najwigcej objawow choroby stwierdzono w wojewddztwie podkarpackim,
nastepnie t6dzkim, zachodniopomorskim, pomorskim i kujawsko-pomorskim. W pozostatych
wojewodztwach nie stwierdzono objawow tej choroby na pszenzycie. Sposrod analizowanych
miejscowosci najwigcej objawow stwierdzono rowniez W w Dukli.

Whnioski

A) Przeprowadzone badania dostarczyly wstepnych informacji o aktualnym nasileniu
wystepowania rdzy zdzbtowej zbdz i1 traw na roslinach pszenicy i pszenzycie, we
wszystkich wojewodztwach Polski.

B) W 2021 roku nie stwierdzono wystgpowania objawow rdzy zdzblowej zaréwno na
pszenicy jaki pszenzycie uprawianych na polach produkcyjnych.

C) Wyrazne objawy rdzy zdzbtowej obserwowano na poletkach do§wiadczalnych, z r6znymi
genotypami zb6z. Na pszenicy 1 pszenzycie najwigcej objawow rdzy zdZzblowe;j
stwierdzono w wojewodztwie podkarpackim.

3.2. Temat badawczy 2
Utworzenie krajowej kolekcji izolatdéw Puccinia graminis.
Cel tematu badawczego 2

Celem tematu jest utworzenie krajowej kolekcji izolatow Puccinia graminis przez
pozyskanie zarodnikéw letnich sprawcy rdzy zdzblowej (uredospor).

Materiaty i metody

W celu utworzenia krajowej kolekcji izolatbw Puccinia graminis podczas wykonywania
ocen nasilenia wystgpowania objawow rdzy zdzblowej pobierano probki, na ktore sktadaty si¢
fragmenty zdZbet ro$lin pszenicy, pszenzyta a takze zyta z wyraznymi objawami tej choroby.
Probki te pobierano z odmianowych poletek doswiadczalnych COBORU, zlokalizowanych
w roznych rejonach Polski, w trakcie prowadzenia monitoringu, podczas obserwacji
prowadzonych na zrdéznicowanych genotypach zbo6z. Ponadto otrzymywano je ze stacji
doswiadczalnych nalezacych do firm zajmujacych si¢ hodowlg zboz. Probek takich nie
pobrano z pol produkcyjnych zbdz poniewaz nie stwierdzono na nich wystgpowania objawow
rdzy Zdzblowej na pszenicy i pszenzycie. Kilkunastocentymetrowe fragmenty zdzbet
badanych zboz z objawami porazenia przez P. graminis / uredinia z uredosporami zostaty
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umieszczone w papierowych torebkach. W laboratorium zostata potwierdzana przynaleznos¢
gatunkowa zebranych izolatow, a nastepnie ich zarodniki zostaly przeniesione do probowek
typu Eppendorf i umieszczone w zamrazarce w temperaturze -75°C. Tak zabezpieczone
probki przechowywane sg nastgpnych etapow badan.

Fot. 5. Fragment zdzbta z urediniami i uredosporami P. graminis pobierany do laboratorium
w celu stworzenia kolekcji izolatow

Wyniki

W trakcie prowadzonych badan pozyskano 245 probek zdzbet z objawami rdzy
zdzbtowej. Sposrod nich przeprowadzono selekcj¢ i wybrano 40 izolatow P. graminis.
Pierwszym etapem byla wstepna identyfikacja gatunkowa przy uzyciu mikroskopu lub
binokularu w celu upewnienia si¢ czy zebrany material badawczy stanowi P. graminis. Do
kolejnych analiz izolaty zostaly namnozone na mtodych siewkach odmiany wykazujacej
wysokg podatno$¢ na rdze zdzblowa. Propagacja uredospor zostata przeprowadzona
w komorze wilgotnosciowej, w ktorej zostaly umieszczone siewki po zainfekowaniu
zarodnikami uzyskanymi z fragmentdw pobranych wcze$niej ro$lin z objawami
chorobowymi.

Zostata zweryfikowana patogeniczno$¢ poszczegoélnych izolatow, uzyskanych
z roznych roslin zywicielskich, w stosunku do pszenicy i pszenzyta, co jest objete kolejnym
tematem badawczym (temat badawczy nr 3). Pojawiajace si¢ na roslinach uredospory sg
zbierane 1 kolekcjonowane. Jednak pojawiaja si¢ zanieczyszczenia pogarszaja jakos$¢ tych
izolatow. Nowe generacje uredospor uzyskane na liSciach zostaly z nich przeniesione do
probowek typu Eppendorfi w celu dlugotrwatego przechowywania w zamrazarce (-75°C).

Whioski

A. W trakcie prowadzonych badan pozyskano 245 probek zdzbet z objawami rdzy zdzbtowe;.
Sposréd nich wytypowamo 40 izolatow P. graminis do dalszych badan, stanowiacych
zaczatki kolekcji izolatow tego grzyba.

3.3. Temat badawczy 3
Badania zr6znicowania populacji Puccinia graminis

Cel tematu badawczego 3

Celem tematu byto okreslenie stopnia zroznicowania genetycznego populacji Puccinia
graminis. Cel ten zostal osiggnigty cze$ciowo.

Materiaty i metody

W badaniach wykorzystano izolaty P. graminis zgromadzone w kolekcji. W pierwszym
etapie przeprowadzono identyfikacje w celu potwierdzenia przynaleznosci izolatow do
P. graminis za pomocg mikroskopu.
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- Weryfikacja zr6znicowania genetycznego izolatow Puccinia graminis

Zostaty podjete proby przeprowadzenia analizy zréznicowania genetycznego migdzy
uzyskanymi izolatami P.graminis. Analiza dotyczy¢ miata regionéw ITS (Internal
Transcribed Spacers) pozwalajacych na okreslenie polimorfizmu badanej populacji
P. graminis. By przeprowadzi¢ powyzsze analizy konieczne bylo pozyskanie czystego
materiatu genetycznego P. graminis. W zwigzku z czym przetestowano cztery rdézne metody
pozyskiwania uredospor, uzyskiwanych na ro$linach testowych po wykonaniu sztucznej
inokulacji ré6znymi izolatami P.graminis zgromadzonymi w ramach kolekcji. Badania te
prowadzono w komorze wzrostowej.

Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze, w mieszaninie reakcyjnej zawierajace;j
premiks, startery oraz matryce DNA wedlug protokotéw reakcyjnych witasciwych dla
amplifikowanych fragmentow DNA. Obecno$¢ produktow reakcji zostala sprawdzona
elektroforetycznie na zelu agarozowym. Produkty reakcji zostaly poddane oczyszczeniu
z pozostatosci poreakcyjnych i sekwencjonowaniu. Niestety jako$¢ pozyskanego DNA nie
pozwolita na wykonanie wszystkich analiz.

- Badania patogenicznosci izolatow P. graminis

Badania dotyczace testowania patogeniczno$ci/wirulencji izolatow P. graminis
przeprowadzono w warunkach kontrolowanych, na ro$linach pszenicy i pszenzyta, na
odmianach wykazujacych wysoka podatnos¢ na rdzg zdzbtowa zaobserwowana w trakcie
prowadzenia obserwacji polowych, tj. odpowiednio SY Dubaj oraz SU Tadeus. Przebadano
40 izolatow P. graminis pozyskanych w ramach tworzonej kolekcji. Doswiadczenie zatozono
w szklarni. Ziarno zb6z wysiewano do podloza specjalistycznego Klassman Substrate Select
na bazie torfu wysokiego. Do przygotowanych doniczek 13x13 cm Inokulacje wybranymi
izolatami P. graminis przeprowadzano w fazie dwoch-trzech lisci.

Proces inokulacji poprzedzal zabieg aktywowania/pobudzenia urediniospor P. graminis,
tak aby mogly zajs¢ procesy infekcyjne. Proces ten przeprowadzono na podstawie
zaadaptowanej metody Serensen i in. (2017). Inokulacj¢ przeprowadzano poprzez nanoszenie
atomizerem na powierzchni¢ ro$lin wspominanej zawiesiny, wedlug metodyki
zaproponowanej przez Serensen i1 in. (2017). Nastepnie rosliny okrywano foliowymi
kapturkami

Po uptywie 2 tygodni od inokulacji dokonano obserwacji objawow chorobowych na
materiale roslinnym. W tym celu wykorzystano skal¢ zaproponowang przez McNeal 1 in.
(1971). Rosliny ewaluowano w skali od 0 do 10 na podstawie wystepujacych objawow.
Nastepnie nadziemna cze$¢ rosliny pobierano i zabezpieczano do dalszych analiz poprzez
zamrozenie w -75°C.

Fot. 6. Testowanie w szklarni patogeniczno$ci izolatoéw P. graminis



Wyniki
- Weryfikacja zroznicowania genetycznego izolatow Puccinia graminis

Zostaly podjete proby przeprowadzenia analizy zrdéznicowania genetycznego miedzy
izolatow Puccinia graminis. Niestety jako$¢ pozyskanego DNA nie pozwolita na wykonanie
wszystkich analiz. Wstepnie wykonane analizy nie daly czystego obrazu. W trakcie wzrostu
ro$lin oprocz objawow rdzy pojawita si¢ rowniez grzybnia Blumeria graminis, ktorej DNA
moglo zanieczy$ci¢ probki. By uzyska¢ wiarygodne wyniki konieczne jest powtdrzenie
badan, poczgwszy od namnozenia zarodnikow poszczegolnych izolatow P. graminis.

- Badania patogenicznosci izolatoéw P. graminis

W trakcie badan obserwowano stosunkowo male nasilenie objawdéw chorobowych
powodowanych przez testowane izolaty P.graminis. Nie wszystkie izolaty P.graminis
spowodowaty wystapienia objawow. Warto$¢ indeksu chorobowego na pszenicy wahata si¢ w
granicach od 0,0 do 15,48%. Najsilniejsze objawy wywotatl izolat Pgl42, nastepnie Pgl43.
Wartos$¢ indeksu chorobowego na pszenzycie wahata si¢ w granicach od 0,0 do 21,14%.
Najsilniejsze objawy wywolal izolat Pg208 (z pszenzyta ozimego) oraz Pg337 (z zyta
0zimego).

Whioski

A. Przeprowadzone analizy dowiodly zr6znicowania izolatow P. graminis pod wzgledem ich
patogeniczno$ci. Dla pszenicy najbardziej wirulentnymi izolatami byly Pg142 i Pgl43,
a dla pszenzyta - Pg208 i Pg337.

B. Ze wzgledu na problemy, ktére pojawily si¢ podczas namnazania czystych kultur
P. graminis na materiale roslinnym w warunkach laboratoryjnych niemozliwym byto
zbadanie zréznicowania genetycznego populacji tego patogena.

3.4. Temat badawczy 4

Poszukiwanie markeréw molekularnych do identyfikacji genéw odpornosci zbdz na
Puccinia graminis.

Cel tematu badawczego 4

Celem tematu byto oznaczenie zr6znicowania genetycznego wyselekcjonowanych
genotypow ro$lin (gatunkow, odmian, linii hodowlanych), wskazanie najlepszego systemu
markerowego do identyfikacji genotypoéw u badanych gatunkéw oraz wskazanie najlepszego
systemu markerowego do identyfikacji zmiennosci pomigdzy genotypami badanych
gatunkdbw  oraz  wskazanie potencjalnych  genetycznych  markerow  odpornosci
wspomagajacych hodowl¢ opartg na markerach (marker-assisted breeding, MAS).

Materiaty i metody

W 2021 roku dla 10 genotypoéw pszenicy i 10 genotypoéw pszenzyta przeprowadzono
analizy dotyczace molekularnych markerow odpornosci. Ze wzgledu na brak genotypow
mogacych stanowi¢ linie kontrolne w badaniach nie zastosowano obiektéw kontrolnych, do
ktorych mozna by odnosi¢ uzyskane wyniki. ROwniez w literaturze nie znaleziono informacji
o genotypach, ktore sklasyfikowano by jako bardzo wrazliwe lub odporne na porazenie przez
Puccinia graminis. Genotypy do badan wybrano na podstawie danych uzyskanych w trakcie
realizacji niniejszego projektu, jak rowniez informacji przekazanych przez hodowcow.

a) Charakterystyka zréznicowania genetycznego badanych genotypow pszenicy i pszenzyta

Badanie zrdznicowania genetycznego wyselekcjonowanych genotypow pszenicy
i pszenzyta oparto na systemach markerowych SCoT (Start Codon Targeted), RAPD
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(Randomly Amplified Polymorphic DNA) i ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat).

Nasiona wyselekcjonowanych genotypow (po 10 genotypdw pszenicy 1 pszenzyta
wysiano w szklarni Wydzialu Rolnictwa 1 Biotechnologii, po okoto 10 dniach od
skietkowania, pobierano liScie w celu izolacji genomowego DNA. Z kazdego genotypu
izolowano DNA z siedmiu ro$lin. Genomowe DNA wyizolowano przy uzyciu zestawu
kolumnowego Genomic Mini AX Plant Spin. DNA matrycowe zawieszono w buforze TE
I przechowywano w temperaturze -80°C. St¢zenie i czysto$¢ genomowego DNA 0znaczano
za pomocg QuantiFluor dsDNA System.

Sposrod tacznie 30 starterow dla systemoéw markeréw RAPD, ISSR i SCoT wybrano 15
starterow (po pie¢ dla kazdego systemu markerowego) dajacych powtarzalne prazki na bazie
DNA wyekstrahowanego z roslin pszenicy i pszenzyta. Amplifikowane fragmenty DNA
rozdzielono na 1,5% zelu agarozowym, w buforze TBE. Detekcj¢ prazkow uzyskano dzigki
barwieniu zelu bromkiem etydyny. Wizualizacj¢ produktow PCR przeprowadzono w $wietle
UV za pomocg GelDoc System. Obrazy zelu rejestrowano i analizowano przy uzyciu
oprogramowania GelAnalyzer 2010. Wielkos$¢ fragmentow DNA oszacowano przy uzyciu
wzorca DNA o wielkosci 100-5000 pz. Wiarygodne, powtarzalne loci rejestrowano przy
uzyciu systemu binarnego, wskazujac obecnos$¢ lub brak prazkéw odpowiednio jako 110, na
tej bazie utworzono macierze binarne stuzace dalszej analizie.

Analiz¢ zmienno$ci genetycznej 1 charakterystyke zroéznicowania genetycznego
przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania GenAlEx 6.5 oraz pakietu Statistica
13.3. Przeprowadzono analiz¢ wariancji molekularnej (AMOVA).

Na podstawie wspotczynnikow dystansu genetycznego Neia przeprowadzono analizg
skupien 1 wykre§lono dendrogramy. Przeprowadzono analiz¢ zrdéznicowania pomiedzy
genotypami w obrgbie danego gatunku z wykorzystaniem metody analizy wielowymiarowej
(PCoA) na podstawie matrycy binarnej i obliczonych euklidesowych odlegtosci dystansu
genetycznego. Obliczono stopien polimorfizmu wewnatrz genotypow (wyrazony jako udziat
procentowy loci polimorficznych) oraz poziom heterozygotycznosci.

b) Poszukiwanie markerow odpornosci na Puccinia graminis Pers. u wybranych genotypow
pszenicy 1 pszenzyta.

Z bazy internetowej maswheat.ucdavic.edu wybrano 10 markerow genéw odpornosci.
Przeprowadzono reakcje PCR z wykorzystaniem starteréw flankujgcych wybrany gen
odpornosci. Przebadano po trzy rosliny reprezentujace kazdy genotyp pod katem obecnosci
markerow odpornosci. Na podstawie protokotow zawartych w bazie markerow
przeprowadzono reakcje PCR, dostosowujac temperature¢ przytaczania do S$redniej
temperatury Tm dla obu starteréw. Produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie w zelu
agarozowym oraz wizualizowano, zgodnie z procedura opisang powyzej. Wielko$¢
produktow oznaczano z wykorzystaniem programu komputerowego GelAnalyzer 10.0.
Wyniki amplifikacji porownywano z oczekiwanymi produktami wskazanymi w protokotach
z bazy markeréw odpornosci maswheat.ucdavic.edu. Oznaczano czestotliwo$¢ wystepowania
danego markera odporno$ci wsrod badanych genotypow oraz taczng liczbe markerdéw
w kazdym genotypie.

Wyniki
a) Charakterystyka zréznicowania genetycznego badanych genotypow pszenicy i pszenzyta

Pszenica

Analiza produktéw PCR pozwolita na wskazanie tacznie 116 loci, kazdy starter Srednio
generowal 7-8 loci. Liczba loci generowanych przez poszczegolne systemy markerowe byta
zblizona 1 wynosita 41 dla RAPD, 38 dla ISSR oraz 37 dla SCoT. Informatywnos$¢
poszczegdlnych systemdéw markerowych byla rozna: najwyzszy $redni stopien polimorfizmu
wyrazony udzialem procentowym loci polimorficznych uzyskano po amplifikacji ze
starterami ISSR. Wspoélna analiza matrycy binarnej uzyskanych loci z trzech systemow
markerowych pozwolita na obliczenie ogoélnego $redniego poziomu polimorfizmu pomi¢dzy
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ro$linami reprezentujagcymi dany genotyp na poziomie 2,16%.

Wsrod badanych genotypow najbardziej wyréwnane okazaly si¢ SY Dubaj oraz STH 9
— zaden z systemOw markerowych nie zidentyfikowal polimorfizmu miedzy badanymi
ro$linami w obrebie kazdego z tych genotypow. Swiadczy to o wysokim stopniu
homozygotycznos$ci tych dwoch genotypow 1 ma swoje odzwierciedlenie w zerowej wartosci
heterozygotycznosci.

Najwyzszy stopien zrdéznicowania genetycznego mi¢dzy osobnikami jednego genotypu
stwierdzono w genotypie SMH 378. Genotyp MHR-PP-6519 réwniez cechowatl relatywnie
wysoka heterozygotyczno$¢ oraz udziat loci polimorficznych. Umiarkowanie wysoka
zmienno$cig wewnatrzgenotypowa charakteryzowaly si¢ genotypy POB 0521, DL 806/18
oraz AND 90/18. Powyzsze wyniki sugerujg wysokie ustabilizowanie genotypéw SY Dubaj
oraz STH 9, ktore moga stanowi¢ bardzo dobry material dla hodowli mieszancowe;.
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Ryc. 1. Przyktadowe obrazy wzoréw prazkow DNA pszenicy uzyskane na zelu agarozowym po
rozdziale elektroforetycznym produktow PCR wykonanych zgodnie z zatoZeniami danego
systemu markerowego: RAPD (A), ISSR (B) oraz SCoT (C).

Analiza zmienno$ci molekularnej (AMOVA), zidentyfikowala zmienno$¢ wewnatrz
genotypéw na niewielkim poziomie 14% w analizie wspdlnej dla wszystkich systemow
markerowych. AMOVA wskazuje rowniez jednoznacznie na istotne rdéznice migdzy
badanymi genotypami pszenicy, zmienno$¢ miedzy genotypami oznaczono na poziomie 86%
w analizie wspolnej dla trzech systemoéw markerowych. Kazdy z wykorzystanych systemow
markeréw okazat si¢ efektywny w segregowaniu badanych genotypow (®pt > 0), przy czym
tylko system RAPD wskazat jako jedyne Zrdédto zmienno$ci, zmienno$¢ miedzy genotypami,
pozostate (ISSR 1 SCoT) zidentyfikowaly zmienno$¢ wewnatrz genotypow na poziomie
(odpowiednio) 18% i 19%.

zréznicowane migdzy soba, ze mozliwe jest ich zidentyfikowanie za pomoca markerow
molekularnych RAPD, ISSR i SCoT. Jak pokazata analiza wielowymiarowa PCoA, w tym
celu szczegolnie efektywne byly markery SCoT, za pomocg ktorych mozliwe byto
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wyodrebnienie kazdego z badanych genotypdéw, podczas gdy markery RAPD wskazaty
istnienie dwoch grup identycznych genotypow (nie réznicowaly genotypéw MHR-PP-6519,
STH, AND 90/18 oraz AND 410/18. POB 0521, DD 166/18 i SMH 5820), a markery ISSR
nie réznicowaty genotypow MHR-PP-6519 i SMH 5820.

A. na bazie RAPD

¢ DL806/18

MHR-PP-6519 AND410/18

& CTHO
a2

¢ POBOS 2o SMHA3TS
AND90/18 DD 166/18
SMH 5820

Coord. 2

¢ SYDubaj
Coord. 1
B. na bazie ISSR
® SMH378
| PoB 0§21 AND 30/
b ¢
& MAR-PP-6515 DD 166/14
S DL806/18 & |SMH5820 ¢
¢
SYDubaj
¢
o STHO AND410/18
Coord. 1
C. na bazie SCoT
¢ DLB06/18
MHR-PP-6519
N AND410/18 gy ¢ SMH5820 ¢
T ¢ ¢,
g M ¥ SMH378
8 ¢ ANDI0/18
DD166/18 * STHY
¢ POBO521
Coord. 1
Ryc. 2. Analizy wielowymiarowe (PCoA) zmienno$ci genetycznej pomiedzy badanymi genotypami

pszenicy sporzadzone na podstawie odleglosci euklidesowych wyliczonych na bazie
markerow genetycznych RAPD (A), ISSR (B) oraz SCoT (C). Kolorem czerwonym
i zielonym oznaczono genotypy, pomigdzy ktorymi nie stwierdzono rdznic.

Analiza skupien przeprowadzona na podstawie wspotczynnika dystansu genetycznego
Neia potwierdzita wyniki uzyskane w analizie wielowymiarowej, najwyzsze wspotczynniki
dystansu pomiedzy genotypami uzyskano na podstawie markerow SCoT, wszystkie genotypy
r6znily si¢ migdzy sobg.
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Pszenzyto

Podobnie jak u pszenicy, takze u pszenzyta efektywno$¢ systemow markerowych byta
zroznicowana. Srednia liczba loci generowanych przez markery RAPD, ISSR i SCoT byta
zblizona do wartosci dla pszenicy. Jednakze szczegdtowa analiza wzoréw prazkowych
ujawnita duzo nizszy stopien polimorfizmu genotypow pszenzyta niz pszenicy pomig¢dzy
ro$linami  nalezagcymi do poszczegdlnych genotypéw (wyrazony udziatem loci
polimorficznych i wartoscig heterozygotycznosci).

Brakiem zrdéznicowania wewnagtrz populacji roslin reprezentujacych jeden genotyp
charakteryzowata si¢ potowa badanych genotypéw: DC 67/14, Lombardo, Orinoko,
SUTadeus i DC 15138-146. Najwigkszy udzial loci polimorficznych i najwyzsza
hetrozygotycznos¢ stwierdzono u genotypu MAH 36642-3.
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Ryc. 3. Przyktadowe obrazy wzoréw prazkéw DNA pszenicy uzyskane na zelu agarozowym po
rozdziale elektroforetycznym produktow PCR wykonanych zgodnie z zaloZzeniami danego
systemu markerowego: RAPD (A), ISSR (B) oraz SCoT (C).

Markery RAPD charakteryzowaty si¢ najmniejszg efektywnos$cig roznicowania roslin
nalezacych do poszczegoélnych genotypow, wewnatrz zadnego genotypu nie ujawnity si¢ loci
polimorficzne. Najlepsza informatywnos$cig charakteryzowat si¢ dla pszenzyta system ISSR,
za pomocg ktorego zidentyfikowano loci polimorficzne u 3 genotypow.

Analiza zmienno$ci molekularnej AMOVA wykazala wysoka efektywnos¢
zastosowanych systemow markerowych w segregacji poszczegolnych genotypdéw, wskazujac
bardzo wysoki udzial zmienno$ci miedzy genotypami. Nalezy to interpretowaé tak, ze
wyselekcjonowane do badan genotypy pszenzyta roznig sie¢ istotnie miedzy soba pod
wzgledem genetycznym, natomiast pomigdzy osobnikami nalezagcymi do jednego genotypu
zmienno$¢ genetyczna jest mala. Badane genotypy pszenzyta nalezy uznaé za stabilne
i homozygotyczne w wysokim stopniu.

Na podstawie analizy wielowymiarowej PCoA oraz dendrograméw wykreslonych na

11



bazie dystansu genetycznego Neia stwierdzono niska przydatno$¢ systemu RAPD do
identyfikacji poszczegolnych genotypéw — uzyskano klastry genotypow o identycznej pozycji
na wykresie analizy wielozmiennych oraz o zerowym wspoétczynniku dystansu genetycznego.
Za pomocg markerow RAPD nie mozna zr6znicowaé¢ genotypow MAH 36642-3 i MAH
36502-3; Orinoko i DS 3275/19; Lombardo i SU Tadeus.

A. na bazie RAPD

¢ D5|2778/15

~N
T
Q
[=]
v ~ MAH 365023
Qrinoko
MAH36642-3—D53275719 . .
MAH 365053 ¢ Lombardo | DC67/14
B SUTadeus ¢ DC15138-146
Coord. 1
B. na hazie I1SSR
DC 15138-146
L ]
¢ DC67/14
N Orinoko
T ¢ SUTadeus o ¢
§ D$3275/19
MAH
¢ MAH 365023 366423
¢ Lombardo DS.2778/154
¢
MAH 36505-3
Coord. 1
C. na bazie SCoT
¢
Lombardo
¢ MAH 36502-3
~N
T
§ ¢ MAH 36642-3
Orinoko DC 15138-146
¢ . ¢ T #D5.2778/15
®  SUTadeus | DS3275/19
MAH 36505-3
¢ DC67/14

Coord. 1

Ryc. 4. Analizy wielowymiarowe (PCoA) zmienno$ci genetycznej pomiedzy badanymi genotypami
pszenzyta sporzadzone na podstawie odlegtoéci euklidesowych wyliczonych na bazie
markerow genetycznych RAPD (A), ISSR (B) oraz SCoT (C). Kolorem czerwonym, zielonym
i niebieskim oznaczono genotypy, pomi¢dzy ktorymi nie wystepuja réznice.

12



Najbardziej rownomierng dystrybucje genotypow pszenzyta w analizie wielozmiennych
oraz najwyzsze wartosci wspoOtczynnikdw dystansu genetycznego zaobserwowano po
zastosowaniu markerow ISSR. System markerowy SCoT réwniez skutecznie roéznicowat
wszystkie badane genotypy, ale ich rozproszenie na wykresie analizy wielozmiennych byto
mnigjsze, co znalazto takze wyraz na dendrogramie w postaci klastra ztozonego z genotypow:
MAH 36505-3, DS 3275/19, MAH 36642-3, Orinoko, SU Tadeus, DC 15138-146 oraz DS.
2778/15.

b) Poszukiwanie markerow odpornosci na Puccinia graminis u wybranych genotypow
pszenicy 1 pszenzyta

W wyniku reakcji tancuchowej polimerazy z wybranymi starterami identyfikujacymi
geny odpornos$ci na rdz¢ zdzblowa w genomowym DNA badanych ro$lin stwierdzono réznice
w wystepowaniu poszczegdlnych markerow odpornosci u roéznych genotypoéw pszenicy
1 pszenzyta.

Stwierdzono obecno$¢ markerow odpornosci we wszystkich badanych genotypach obu
gatunkdéw zbdz, ale ich liczba byta zrdéznicowana. Najwigcej, pig¢ markerow odpornosci
stwierdzono u trzech genotypdéw pszenicy AND 410/18, DL 806/18, STH 9 oraz az u siedmiu
genotypow pszenzyta DC 67/14, MAH 36505-3, DS 3275/19, MAH 36642-3, Lombardo,
SU Tadeus, DS. 2778/15. Markery odpornosci genow Sr32, Sr35 i Sr49 byly obecne we
wszystkich badanych genotypach zaréwno pszenicy, jak i pszenzyta, przy czym marker genu
Sr32 byt polimorficzny dla dwoch genotypow pszenicy (POB 0521 1 DD166/18), a takze dla
pszenzyta MAH 36505-3, tzn. nie u wszystkich roslin reprezentujacych dane genotypy
uzyskano produkty amplifikacji markera csSr32#1 o dtugosci 184bp. Polimorficzne okazaty
si¢ takze markery genow Sr35 dla genotypu AND90/18 oraz Sr49 dla SY Dubaj.

Popularny marker genu odpornosci Sr22 WMC633 nie zostal stwierdzony u zadnego
genotypu pszenicy, natomiast byl amplifikowany u wszystkich genotypéw pszenzyta.
Dodatkowo u jednej rosliny DC 67/14 oraz wszystkich roslin nalezacych do genotypdéw
Orinoko i DC15138-146 amplifikowany byt fragment DNA o dlugosci 260 bp,
charakterystyczny dla genotypow wrazliwych na rdz¢ zdzbtowa, co $wiadczy, ze te rosliny sa
heterozygotami pod wzgledem genu odpornosci Sr22.

5, ~ -
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Ryc. 5. Obraz elektroforetycznego rozdzialu produktéw PCR dla genu Sr32 (marker csSr32#1)
u pszenicy. O odpornosci na rdze¢ zdzblowa $wiadczy obecno$¢ prazka o dlugosci 184 bp
(czerwona strzatka).
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Ryc. 6. Obraz elektroforetycznego rozdzialu produktow PCR dla genu Sr24 (marker Sr24#12)

U pszenicy. O odpornosci na rdz¢ zdzbtowa $wiadczy obecno$¢ prazka o diugosci 500 bp
(czerwona strzatka).
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Ryc. 7. Obraz elektroforetycznego rozdziatu produktéw PCR dla genu Sr22 (marker WMC633)
u pszenzyta. O odpornosci na rdz¢ zdzbtowa $wiadczy obecnosé¢ prazka o dlugosci 117 bp
(czerwona strzatka).
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Whnioski

A) Wyselekcjonowane do badan genotypy pszenicy i pszenzyta roznig si¢ istotnie miedzy
sobg pod wzgledem genetycznym, natomiast wystgpujaca w obrebie poszczegdlnych
genotypow zmienno$¢ genetyczna jest mata.

B) Badane genotypy nalezy uzna¢ za stabilne i w wysokim stopniu homozygotyczne.
Szczegdlnie wyrdéwnane sg genotypy pszenzyta, w przypadku pszenicy zmienno$¢ jest
nieco wigksza.

C) Przeprowadzone analizy dowiodly zroznicowanej przydatnoSci poszczegdlnych systemow
markeréw molekularnych w detekcji zmienno$ci genetycznej u pszenicy i pszenzyta.
Najbardziej skuteczne w identyfikowaniu odmian badanych gatunkéw sg markery SCoT
u pszenicy, natomiast u pszenzyta markery ISSR i SCoT. Najmniej efektywne
w identyfikowaniu genotypdw oraz w oznaczaniu polimorfizmu w obrgbie genotypow sa
markery RAPD.

D) Wszystkie badane genotypy pszenicy i pszenzyta posiadaja markery odpornosci na rdze
zdzbtowa. Markery genow Sr 32, Sr 35 i Sr 49 zidentyfikowano u wszystkich badanych
genotypow. Swiadczy to o wysokim potencjale odpornoéci badanych genotypéw na rdze
zdzbtowa.

E) Badane genotypy pszenzyta charakteryzuja si¢ wicksza czestotliwoscia wystepowania
markeréw genow odpornosci Sr niz badane genotypy pszenicy. Najwiecej (pigc)
markerow odpornosci stwierdzono w trzech genotypach pszenicy: AND 410/18, DL
806/18, STH 9 oraz w siedmiu genotypach pszenzyta: DC 67/14, MAH 36505-3, DS
3275/19, MAH 36642-3, Lombardo, SU Tadeus, DS. 2778/15. Najmniej markerow
odpornosci na rdz¢ zdzbtowa zidentyfikowano w genotypie pszenicy POB 0521, u ktorej
potwierdzono obecno$¢ trzech markeréw, w tym jeden polimorficzny.

3.5. Temat badawczy 5

Wrazliwo$¢ genotypOow pszenicy i pszenzyta na Puccinia graminis

Cel tematu badawczego 5

Celem tematu badawczego jest scharakteryzowanie genotypdw pszenicy i pszenzyta
(odmian, rodow hodowlanych) pod katem wrazliwosci na rdz¢ zdzbtowa. Cel ten zostal
osiggniety. Wytypowano odmiany o mniejszej wrazliwosci na porazenie, jednakze nie
wyodrebniono genotypow catkowicie odpornych.

Materialy i metody

Badania dotyczace wrazliwosci genotypow zbdz prowadzone beda w warunkach
polowych i laboratoryjnych (laboratoryjne testy fizjologiczne zywiciel-patogen).

- Testy polowe

Obserwacje wystepowania rdzy zdzblowej przeprowadzono na doswiadczeniach
nalezacych do Centralnego Os$rodka Badania Odmian Ros$lin Uprawnych oraz firm
zajmujacych si¢ hodowla zb6z, bedacych partnerami projektu, tj. DANKO Hodowla Roslin
Sp. z o0.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z o0.0. Grupa IHAR, Hodowla Roslin Smolice Sp.
z 0.0. Grupa IHAR, Matopolska Hodowla Roslin Sp. z o0.0., Poznanska Hodowla Ros$lin Sp.
z 0.0. W badaniach tych uwzgledniono migdzy innymi Stacje Doswiadczalne Oceny Odmian,
w ktorych w trakcie realizacji tematu badawczego nr 1 zaobserwOwano najwigcej objawow
rdzy zdzbtowej. Obserwacje wrazliwosci genotypdw pszenicy i pszenzyta na Puccinia
graminis prowadzono w miejscowosciach, w ktorych nasilenie objawow byla wicksza,
co pozwolitlo na lepsza selekcje genotypow. Ze wzgledu na to, iz najwigcej objawow
chorobowych stwierdzono w Zaktadzie Do$wiadczalnym Oceny Odmian w Dukli, dlatego
doktadne wnioskowanie co do wrazliwosci genotypow zbdz na P.graminis oparto na
podstawie danych uzyskanych z tej miejscowosci. Ponadto dokladng ocene¢ nasilenia
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objawow rdzy zdzbtowej wykonano roéwniez W Stacji Doswiadczalnej Oceny Odmian
W Glubczycach. Ocena porazenia przez P.graminis w uprawach pszenicy i pszenzyta
wykonana zostata w lipcu.

Fot. 7. Doswiadczenia z genotypami pszenicy i pszenzyta uprawianymi w Zakladzie
Doswiadczalnym Oceny Odmian COBORU w Dukli

Fot. 8. Doswiadczenia z genotypami pszenicy i pszenzyta uprawianymi w W Stacji
Doswiadczalnej Oceny Odmian w Glubczycach

Fot. 9. Objawy rdzy zdzbtowej na roslinach pszenicy ozimej (MHR-PP-6519) uprawianych w Zaktad
Doswiadczalny Oceny Odmian COBORU w Dukli
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Fot. 10. Objawy rdzy zdzbtowej na roslinach pszenzyta ozimego (DS 2778/15) uprawianych w Zaktad
Dos$wiadczalny Oceny Odmian COBORU w Dukli

- Testy laboratoryjne - testy fizjologiczne zywiciel-patogen

Doswiadczenia te prowadzone sa w warunkach szklarniowych. Wrazliwos$¢ genotypow
na rdz¢ zdzblowa oceniana jest w testach lisciowych na roslinach pszenicy i pszenzyta.
Badaniami objete sg juz zarejestrowane odmiany pszenicy i pszenzyta oraz rody i linie
hodowlane, udostepnione przez hodowcoéw zbdz. W pierwszym etapie na mtodych siewkach
zb6z namnozono zarodniki wybranych izolatow P. graminis. W celu stworzenia warunkoéw
sprzyjajacych rozwojowi infekcji rosliny po inokulacji zostaly przykryte na 48 godzin
torebkami foliowymi. Wrazliwo$¢ poszczegdlnych genotypéw zboz zostata okre§lona na
podstawie obserwowanych zmian chorobowych stwierdzonych na lisciach (na podstawie
pojawienia si¢ urediniow, nekroz lub chloroz).

Wyniki
- Testy polowe

W 2021 roku w warunkach polowych najwigcej objawow chorobowych rdzy zdzbtowe;j
na pszenicy i pszenzycie stwierdzono w Zaktadzie Doswiadczalnym Oceny Odmian w Dukli,
dlatego wnioskowanie co do wrazliwo$ci genotypow zboz na P. graminis oparto gtownie na
podstawie danych uzyskanych z tej miejscowosci. Sposrod genotypdéw pszenicy najwiece]
objawow chorobowych rdzy zdZzbtowej obserwowano dla genotypu MHR-PP-6519. Objawow
chorobowych nie obserwowano dla genotypéw Chevignon 1 DNKO 55. Sposrod genotypow
pszenzyta najwiecej objawdw chorobowych rdzy Zzdzbtowej obserwowano dla genotypu DS
2778/15. Doktadng oceng nasilenia objawow rdzy zdzblowej wykonano réwniez w Stacji
Dos$wiadczalnej Oceny Odmian w Gthubczycach. Objawy tej choroby obserwowano jednak
tylko na roslinach pszenicy, nie bylo ich na roslinach pszenzyta. Jednak sposroéd 70
przebadanych genotypow stwierdzono je jedynie na 17 genotypach. W tej miejscowosci ze
wzgledu na matg ilo$¢ objawdw rdzy zdzbtowej nie mozna bylo jednoznacznie wytypowac
genotypOw najbardziej wrazliwych na porazenie.

- Testy laboratoryjne - testy fizjologiczne zywiciel-patogen

Pomimo zastosowanej inokulacji roslin zarodnikami grzyba P.graminis na rélinach
psznicy oraz pszenzyta nie obserwowano objawow chorobowych rdzy zdzbtowej zb6z 1 traw.
Moze to sugerowac, iz zaden z 80 genotypdw pszenicy i 40 genotypdw pszenzyta nie zostat
porazony.
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Whnioski

A) W warunkach doswiadczen poletkowych stwierdzono zréznicowanie w podatno$ci
genotypow pszenicy i pszenzyta na porazenie przez P.graminis. Na pszenicy najwiecej
objawow chorobowych rdzy zdzblowej obserwowano dla genotypu MHR-PP-6519,
a sposrod genotypow pszenzyta najwiecej bylto ich na roslinach genotypu DS 2778/15.

B) Brak objawow rdzy zdzblowej w teScie laboratoryjnym nie pozwolit na okreslenie
wrazliwosci genotypdw pszenicy i pszenzyta na porazenie przez P. graminis.

3.6. Temat badawczy 6

Poszukiwanie markerow metabolicznych wpltywajacych na odpornos$¢ zb6z na Puccinia
graminis

Cel tematu badawczego 6

Celem tematu bylo wytypowanie potencjalnych mechanizméw obronnych przeciw
P. graminis wsréd badanych roslin na podstawie obecno$ci i aktywnos$ci markerow
molekularnych.

Materialy i metody

Prowadzono poszukiwania metabolicznych i enzymatycznych markerow, ktére moga
by¢ odpowiedzialne za cechy odpornosci ros$lin na badanego patogena. Badania te
przeprowadzono dla 10 genotypow pszenicy i 10 genotypoéw pszenzyta. Rosliny do badan
uprawiano w komorze wzrostowej. Inokulacj¢ przeprowadzano poprzez nanoszenie
atomizerem na powierzchni¢ roslin zawiesiny, wedlug metodyki zaproponowanej przez
Serensen 1 in. (2017).

Po 7 dniach od procesu inokulacji dokonywano obserwacji objawow chorobowych na
materiale roslinnym. W tym celu wykorzystano skal¢ zaproponowang przez McNeal 1 in.
(1971). Rosliny ewaluowano w skali od 0 (brak objawow) do 10 stopni (krytyczne porazenie
ponad 90% powierzchni zdzbta) na podstawie wystgpujacych objawow. Nastepnie nadziemng
cze$¢ rosliny pobierano i zabezpieczano do dalszych analiz poprzez zamrozenie w -75°C.

Pozyskiwanie markeré6w odpornosci z tkanek genotypdéw roslin prowadzono
wieloetapowo w zaleznosci od kompleksu enzymatycznego (markery enzymatyczne) czy tez
grupy analitow (markery nieenzymatyczne). Oznaczane jest m. in. aktywno$¢ enzymow oraz
zawartos¢ wytypowanych zwigzkow organicznych biorgcych udziat w odpowiedzi na infekcje
P. graminis, t.j. chitynazy, B-1,3-glukanazy, zawarto$¢ reaktywnych form tlenu generowanych
W czasie patogenezy, zawarto$¢ metabolitow aktywnie bioragcych udzial w mechanizmach
obronnych czy stan lignifikacji $ciany komorkowej. Metody analityczne oparte beda na
spektrofotometrii, detekc;ji in vivo.

Chitynazy i f-1,3-Glukanazy (markery enzymatyczne CHI, f-GLU)

W celu wyekstrahowania markeréw badanej grupy enzymatycznej wykorzystano
zaadaptowane metody Zhang i in. (2013) bedacej rozwinigciem metody wedlug Miller
(1959). Ekstrakcje markeréw wykonano poprzez homogenizacj¢ nawazki tkanki ro$lin.
Otrzymany homogenat wirowano przy 15000 x g, w 4°C, przez 30 minut. Otrzymany
supernatant zlewano i traktowano jako zrodto markerow. W celu okreslenia aktywnosci
enzymoOw chitynolitycznych wykorzystana zostata chityna koloidalna najwyzszej czystosci.
Po inkubacji w celu wybarwienia ekwiwalentow glukozy uwalnianych z koloidalnej chityny
wykorzystano reakcje z 1% kwasem 3,5-dinitrosalicylowym. Zawarto$¢ zostata odczytana na
podstawie sporzadzonej krzywej wzorcowej. W celu okreslenia aktywnosci -1,3-glukanaz
zastosowany zostal roztwor laminaryny pochodzgcej od Laminaria digitata. Zawarto$é
uwalnianych cukrow redukujacych odczytano na podstawie krzywej kalibracyjne;.

Analiza zawarto$ci wolnych cukrow

W celu analizy stopnia uwalniania wolnych cukrow (stanu zapotrzebowania
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energetycznego tkanek) zastosowano zaadaptowang metode Manes (2010) i Bacete i in.
(2017). Nawazke tkanki ucierano w alkoholu etylowym. Otrzymany supernatant stanowit
zrodlo analitu. W celu oznaczenia wolnych cukrow ekstrakty alkoholowe wybarwione zostaty
za pomoca reakcji z 5% fenolem oraz stezonym kwasem siarkowym. Zawarto$¢ cukrow
odczytana zostala z krzywej wzorcowej. Natomiast w celu oznaczenia skrobi w tkankach
roslin osad pochodzacy z etapu ekstrakcji alkoholowej wolnych cukrow poddany zostat
hydrolizie w celu rozbicia wigzan w zawartej w tkankach skrobi. Zawartos¢ cukréow prostych
odczytana zostata na podstawie krzywej kalibracyjne;.

Analiza zawartosci wolnych zwigzkow fenolowych

Analiza zawarto$ci wolnych zwigzkéw fenolowych przeprowadzona zostata za pomoca
zaadaptowanej metody Dragisié-Maksimovic i Zivanovi¢ (2012). Zawarto$é odczytano na
podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej na podstawie kwasu galusowego (GA),
w czasie nie dtuzszym niz 1 godzina.

Analiza zawartosci H2O2

Analiza zawarto$ci H202> w tkankach przeprowadzona zostala z wykorzystaniem
zaadaptowanej metody Khakdan i in. (2016). Zawartos¢ H2O2 w tkankach odczytano na
podstawie krzywej kalibracyjnej.

Analiza stopnia lignifikacji tkanek

Analiza stopnia lignifikacji tkanek (LTGA) przeprowadzona zostata z wykorzystaniem
zaadaptowanej metody Lloyd i in. (2017). Zawarto$¢ lignin odczytano z krzywej wzorcowe;.

Wyniki
Markery enzymatyczne
Aktywnos$¢ chitynolityczna na podstawie aktywnosci chitynaz.

W przypadku roslin pszenicy zaobserwowano najwigksza aktywnos$¢ chitynolityczng
w tkankach pszenicy o numerze DD 166/18. Najmniejsza aktywnoscia charakteryzowaty si¢
natomiast tkanki pszenicy AND 410/18. W przypadku ro$lin pszenzyta, zaobserwowano,
iz dwa genotypy charakteryzowato si¢ zblizong aktywnoscia chitynolityczna, tj. DS 32 75/19
I SU Tadeus. Najmniejsza aktywnoscig charakteryzowaly MAH 36505-3 oraz MAH 3664-3
jak réwniez Lombardo.

Aktywno$¢ chitynolityczna na podstawie aktywnos$ci glukana

Najwigksza, wyrozniajacg aktywnos$¢ glukanaz w czasie ekspozycji ro$lin na
P. graminis zaobserwowano w tkankach roslin DD 166/18. Jednocze$nie najmniejszg
aktywnos$cig charakteryzowaty si¢ rosliny AND 410/18. W przypadku roslin pszenzyta
obserwowano zblizong aktywno$¢ dwoch genotypow w czasie ekspozycji roslin na patogeny.
Najwickszg aktywno$¢ obserwowano dla tkanek roslin DS. 27 78/15 oraz DS. 32 75/19.
Najmniejszg aktywno$¢ obserwowano dla tkanek roslin MAH 36505-3.

Markery metaboliczne
Zawarto$¢ wolnych zwiazkéw fenolowych

W przypadku parametru jakim byla zawartos¢ wolnych (niezwigzanych) zwigzkow
o charakterze fenolowym obserwowano, ze tkanki rodlin DL 806/18 oraz
STH 9 charakteryzowato si¢ najwicksza iloscig badanego analitu. Najmniejsza zawarto$cig
charakteryzowaty si¢ tkanki ro$lin SMH 378 oraz POB 0521.

W przypadku roslin pszenzyta obserwowano najwicksze stezenie badanego markera
w tkankach DC 67/14. Najmniejsze st¢zenie obserwowano natomiast w tkankach trzech
genotypow Orinoko, DC 15138-146 oraz MAH 36505-3.

Zawarto$¢ wolnych cukrow uwalnianych w tkankach roslin pszenicy w czasie trwania
infekcji charakteryzowata si¢ mniejszym zréznicowaniem jak w przypadku wolnych
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zwiazkow fenolowych. Najwiecej cukrow obserwowano w tkankach AND 410/18. Najmniej
natomiast w tkankach MHR-PP-6519 oraz STH 9.

Bardzo podobny rozklad cechy obserwowano w przypadku ro$lin pszenzyta.
Najwickszg zawarto$¢ wolnych cukréw obserwowano w tkankach DS 3275/19, natomiast
najmniejszg w DS 2778/15 oraz SU Tadeus.

Zawartos¢ pochodnych lignin wyekstrahowanych ze $§wiezych tkanek roslin
zaobserwowano iz genotyp SMH 5820 charakteryzowat si¢ najwyzszg obserwowang ilo$cig.
Najmniejszymi warto$ciami charakteryzowaly si¢ z kolei trzy genotypy POB 0521, SY Dubaj
oraz DD 166/18.

W przypadku tkanek badanych genotypow pszenzyta, najwigksza zawartoscig
pochodnych lignin charakteryzowatly si¢ tkanki genotypu DS. 2778/15. Co istotne,
obserwowano kilka genotypdéw pszenzyta, ktore charakteryzowaly si¢ wyraznie mniejsza
zawarto$cig lignin. Byty to takie genotypy jak MAH 36642-3, Orinoko, DC 15138-146, MAH
36505-3.

Zawarto$¢ wolnych reaktywnych form tlenu jest istotnym markerem stresu jakiemu
poddane s3 tkanki roslin. Zaobserwowano pewne zrdznicowanie pod wzgledem ilosci
generowanych RFT przez tkanki pszenicy. Najwigksze ilosci obserwowano w tkankach
genotypu DD 166/18. Drugim genotypem pod wzglgdem ilosci RFT okazat si¢ DL 806/18.
Najmniejsza zawartoscia charakteryzowaly si¢ trzy badane genotypy, SMH 378, AND 90/18
oraz POB 0521.

W przypadku roslin pszenzyta dato si¢ zaobserwowaé pewne podobiefstwa pod
wzgledem badanej cechy jak miato to miejsce w przypadku pszenicy. Najwigkszymi
warto$ciami uwalnianych RFT charakteryzowat si¢ jeden genotyp DC 67/14, drugim
w kolejnosci okazat si¢ MAH 36502-3. Ponownie dalo si¢ zaobserwowac genotypy
o wyraznej, mniejszej ilosci generowanych RFT. Takie genotypy jak DC 15138-146 oraz SU
Tadeus charakteryzowaty si¢ najnizszymi obserwowanymi warto$ciami.

Whnioski

B. Na podstawie przeprowadzonych badan zaobserwowano synergistyczne dzialanie
niektorych markerow w odpowiedzi na inokulacje badanym patogenem.

C. Dotychczas przeprowadzone badania nie pozwalaja na jednoznaczne wytypowanie
potencjalnych mechanizméw obronnych przeciw P. graminis wsérdéd badanych roslin na
podstawie obecnosci i aktywno$ci markerow molekularnych.
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