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1. Tytul zadania

Wystepowanie Puccinia graminis na pszenicy i pszenzycie, jego zroéznicowanie oraz
poszukiwanie fenotypowych, molekularnych i metabolicznych markeréw odpornosci na rdze¢
zdzbtowa

2. Cele zadania

Celem zadania jest okre$lenie nasilenia wystgpowania Puccinia graminis na pszenicy
1 pszenzycie w Polsce, stworzenie krajowej kolekcji izolatow tego patogena, zbadanie
wrazliwosci genotypow zbo6z (odmian, rodow, linii hodowlanych) oraz poszukiwania
markeréow fenotypowych, molekularnych 1 metabolicznych do identyfikacji genow
odpornosci na rdze¢ zdzbtowa

3. Opis tematow badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Okreslenie nasilenia wystgpowania rdzy zdzbtowej w uprawach pszenicy i pszenzyta
w Polsce

Cel tematu badawczego 1

Celem tematu byto okreslenie nasilenia wystepowania rdzy zdzblowej w uprawach pszenicy
1 pszenzyta w Polsce.

Materiaty i metody

Przeprowadzono oceng nasilenia wystepowania objawow chorobowych rdzy zdzbtowe;j
na roslinach pszenicy i pszenzyta uprawianych na polach produkcyjnych oraz na poletkach
doswiadczalnych nalezacych gléwnie do Centralnego Osrodka Badania Odmian Roslin
Uprawnych (COBORU) =zlokalizowanych w roznych rejonach Polski, reprezentujacych
powierzchni¢ catego kraju i poszczegélne wojewoddztwa (Fot. 1). Kryterium wyboru
pol/miejscowosci do planowanych obserwacji nasilenia wystepowania rdzy zdzbtowej byta
wstepna informacja od pracownikéw COBORU poszczegolnych Stacji Doswiadczalnych
Oceny Odmian dotyczaca wystepowaniu objawow tej choroby.

Fot. 1. Doswiadczenia z odmianami pszenicy i pszenzyta uprawianymi W Stacji
Doswiadczalnej Oceny Odmian COBORU w Gtubczycach — jedna ze stacji w ktorych
wykonywano oceny nasilenia wystgpowania objawow rdzy zdzbtowej

Oceng wykonywano rowniez w stacjach badawczych nalezacych do firm zajmujacych
si¢ hodowlg roslin (Fot. 2). Ponadto oceniano nasilenie objawow tej choroby na polach
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produkcyjnych pszenicy i pszenzyta. Zalozeniem bylo objgcie obserwacjami wszystkich
wojewoOdztw Polski. Oceniano procent zdZbet z objawami rdzy zdzbtowej. Przeprowadzono ja
w lipcu, pod koniec okresu wegetacyjnego badanych gatunkéw zbdz, tj. pszenicy i pszenzyta.
Ponadto pobierano probki zdzbet, na ktorych widoczne byly objawy rdzy zdzbtowej, do
dalszych etapow wykonywanych badan realizowanych w ramach projektu. Objawy porazenia
na zdzbtach badanych zboz potwierdzano w warunkach laboratoryjnych.

Fot. 2. Do$§wiadczenia z odmianami pszenicy uprawianymi w Zaktadzie Hodowli Roslin w Debinie

Wyniki

W trakcie obserwacji prowadzonych w 2022 roku nie stwierdzono wystepowania
objawow chorobowych rdzy zdzbtowej zar6wno na roslinach pszenicy jak i pszenzyta
uprawianych na polach produkcyjnyc. Zapewne przyczynita si¢ do tego stosowana ochrona
fungicydowa na tych polach towarowych oraz warunki pogodowe panujace w okresie
wegetacji pszenicy i1 pszenzyta. W roku 2022 panowaly niekorzystne warunki pogodowe dla
rozwoju rdzy zdzbtowej. Poczatek wiosny byl stosunkowo chtodny, co sprawito, iz okres dla
rozwoju P. graminis byt zbyt krotki by grzyb ten zdatyt zainfekowaé wpierw zywiciela
posredniego a nastepnie zboza.

Nasilenie rdzy zdzbtowej w stacjach badawczych nalezacych do COBORU oraz firm
hodowlanych, w ktorych byly réwniez kombinacje bez ochrony fungicydowej, takze
obserwowano bardzo mato objawéw chorobowych. Objawy chorobowe rdzy zdzblowej na
pszenicy obserwowano w dziewigciu wojewodztwach, a na pszenzycie tylko w dwoch
wojewodztwach. Na zdZbtach ro$lin jak juz stwierdzono obecno$¢ choroby, to najczesciej
obserwowano tylko pojedyncze uredinia grzyba.

Whioski

A) W 2022 roku nie stwierdzono wystepowania objawow rdzy zdzbtowej zaré6wno na
pszenicy jaki pszenzycie uprawianych na polach produkcyjnych.

B) Wyrazne objawy rdzy zdzbtowej obserwowano na poletkach do§wiadczalnych z réznymi
genotypami zb6z oraz niektérych uprawach bez ochrony fungicydowej, jednak objawow
tych bylo bardzo mato. Na pszenicy najwiecej objawoéw rdzy zdzblowej stwierdzono
w wojewddztwie matopolskim.

3.2. Temat badawczy 2
Utworzenie krajowej kolekcji izolatow Puccinia graminis.

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu jest utworzenie krajowej kolekcji izolatow Puccinia graminis przez pozyskanie
zarodnikow letnich sprawcy rdzy zdzbtowej, tj. uredospor.
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Materiaty i metody

W celu utworzenia krajowej kolekcji izolatow P. graminis podczas wykonywania ocen
nasilenia wystepowania objawow rdzy zdzbtowej pobierano probki zdzbet, na ktore sktadaty
si¢ fragmenty zdzbet roslin 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 nasilenia
wystepowania rdzy zdzblowej, podczas obserwacji prowadzonych na zréznicowanych
genotypach zb6z. Ponadto pobierano je ze stacji do$wiadczalnych nalezacych do firm
zajmujacych sie¢ hodowlg zbdz. Probek takich nie pobrano z pdl produkcyjnych pszenicy
1 pszenzyta poniewaz nie stwierdzono na nich wyst¢powania objawow rdzy zdzbtowe;.

Wyniki

Ze wzgledu na W trakcie prowadzonych badan pozyskano 155 probek zdzbet
z objawami rdzy zdzblowej. Gtownie byly to probki pobrane z roslin pszenicy 0zimej.
Sposrod nich przeprowadzono selekcj¢ i wybrano 40 izolatow P.graminis. Pierwszym
etapem byla wstgpna 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 podatnos¢ na
rdze zdzbtowa.

Whioski

A. W trakcie prowadzonych badan w 2022 roku pozyskano 155 probek zdzbet z objawami
rdzy zdzbtowej zbdz i traw. Sposrod nich wytypowamo 40 izolatow P.graminis do
dalszych badan, majacych stanowi¢ zaczatki kolekcji izolatow tego grzyba.

3.3. Temat badawczy 3
Badania zréznicowania populacji Puccinia graminis

Cel tematu badawczego 3

Celem tematu byto okreslenie stopnia zroznicowania genetycznego populacji P. graminis

Materialy i metody

W badaniach wykorzystano izolaty P. graminis zgromadzone w kolekcji, pozyskane
w 2021 roku. W pierwszym etapie przeprowadzono identyfikacje w celu potwierdzenia
przynaleznosci izolatow do P. graminis za pomocg mikroskopu.

- Weryfikacja zroznicowania genetycznego izolatow Puccinia graminis

Zostaly podjete proby przeprowadzenia analiz molekularnych celem potwierdzenia
identyfikacji grzyba rdzawnikowego, zdiagnozowanego na podstawie morfologii i objawow
na zdzbtach zbdz jako P.graminis przy pomocy analizy sekwencji regionéw ITS (internal
transcribed spacer) 1 LSU (large subunit) oraz okres$lenie jego zréznicowania genetycznego na
podstawie analizy porownawczej badanych probek oraz sekwencji zdeponowanych
w GenBank NCBI.

Material badawczy stanowily zewngtrzne warstwy zdzbet pszenicy (33 probki),
pszenzyta (3 probki) oraz zyta (6 probki), na ktorych stwierdzono objawy chorobowe
sugerujace infekcje grzybem P. graminis. Zainfekowany materiat roslinny, zliofilizowany
w urzadzeniu CoolSafe, pocigto 1 homogenizowano na proszek przy pomocy stalowych kulek
w miynie kulowym. DNA ekstrahowano przy uzyciu zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity
i rozcienczono w ddH,O do dalszych analiz. Reakcje PCR majace na celu amplifikacje
regioné6w ITS i LSU przeprowadzono wykorzystujac odczynniki PCR Mix Plus, DNA
poszczegoélnych probek oraz startery, odpowiednio ITS5-u/ITS4-u oraz LRustlR/LR6.
Obecnos¢ produktow reakcji zweryfikowano po rozdziale elektroforetycznym w buforze
TBE, przeprowadzonym na Zelu agarozowym.

4



Produkty amplifikacji zostaly oczyszczone i1 zsekwencjonowane przez Genomed.
Sekwencjonowaniu poddano obie nici. Do analizy otrzymanych sekwencji uzyto programu
FinchTV 1.4. Analiz¢ ClustalW przeprowadzono w MEGAL1. Do identyfikacji gatunkowej
na podstawie sekwencji ITS i LSU wykorzystano Basic Local Alignment Search Tool
(w bazie NCBI. Do konstrukcji dendrogramu bazujacego na sekwencjach LSU zastosowano
metode maksymalnego prawdopodobienstwa i model Hasegawa-Kishino-Yano w programie
Megall Toolbar. Dendrogram sporzadzono w celu zwizualizowania zréznicowania
genetycznego pomigdzy badanymi izolatami oraz izolatami z GenBank NCBI.

- Badania patogenicznosci izolatow P. graminis

Badania dotyczace testowania patogeniczno$ci/wirulencji izolatow P. graminis
wykonano w warunkach kontrolowanych, na roslinach pszenicy i pszenzyta, na odmianach,
ktore w 2021 roku cechowaly si¢ wysoka podatno$¢ na rdz¢ zdzblowa zaobserwowana
w trakcie prowadzenia obserwacji polowych. Przebadano 40 izolatow P. graminis
pozyskanych w ramach tworzonej kolekcji. Doswiadczenie zatozono w szklarni nalezacej do
Wydzialu Rolnictwa i Biotechnologii Politechniki Bydgoskiej. Inokulacje roslin wybranymi
izolatami P. graminis przeprowadzano wfazie BBCH 12-13. Przed procesem inokulacji
aktywowano/pobudzano urediniospory P. graminis, tak aby mogt zajs¢ proces infekcyjny.
Proces ten przeprowadzono zgodnie ze zmodyfikowang metoda Serensen. Inokulacje
przeprowadzano poprzez nanoszenie atomizerem na powierzchni¢ roslin zawiesiny
zarodnikéw P. graminis. Po uptywie 2 tygodni od inokulacji dokonano oceny nasilenia
objawow chorobowych. Nastepnie nadziemng cze$¢ rosliny pobierano i1 zabezpieczano do
dalszych analiz.

Wyniki
- Weryfikacja zroznicowania genetycznego izolatow Puccinia graminis

Startery uniwersalne, pozwalajace na amplifikacj¢ regionéw ITS (internal transcribed
spacer) oraz LSU (large subunit) zastosowane w analizach molekularnych byly zawe¢zone pod
wzgledem specyficznosci do amplifikacji regionow DNA grzybow rdzawnikowych.
Whnioskujac na podstawie obrazoéw zeli agarozowych bedacych wynikiem elektroforezy
przeprowadzonej w celu weryfikacji skutecznosci amplifikacji i jakosci produktéw PCR oraz
na podstawie uzyskanych wynikéw sekwencjonowan, produkty LSU mialy o wiele wigksze
st¢zenie oraz nie byly czg¢sciowo zdegradowane. Dzigki analizie regiondw ITS mozliwa byta
jednoznaczna identyfikacja P. graminis w niektorych probkach.

Fluorogramy ITS w wielu przypadkach byty trudne do interpretacji. Fluorogramy LSU
pozwalaty w wiekszosci przypadkow na jednoznaczny odczyt i w konsekwencji tego na
identyfikacje¢ gatunku, jednak 1 w tych fluorogramach bylo widoczne tto pochodzace
z sygnalu matrycy wigcej niz jednego gatunku. Analizy molekularne, zarowno dotyczace
regionow ITS jak i LSU wykazaly jednoznacznie obecno$é P. graminis w 11 probkach na 40
zbadane. Oprocz makroskopowo zidentyfikowanego P. graminis bytlo DNA kilku gatunkow
Puccinia, co uniemozliwito jednoznaczny odczyt. Dziewig¢ sekwencji LSU P. graminis
zdeponowano w GenBank NCBI.

Badane sekwencje Pgl3Ta2l, Pgl36Ta2l, Pgl43Ta2l, Pgl45Ta2l, Pg306Sc21,
Pg367Sc21 wykazywaty 100% podobienstwa do sekwencji o numerach akcesyjnych
KM249852, MT965559 1 HQ412648, pochodzacych z Australii, Wegier i Omanu oraz na
analogicznym odcinku do dluzszych sekwencji KY798389, KY764124, KY798400,
K952782, MT965648, MK952783 z roznych regionow $wiata. W przypadku izolatow
Pg92Ta21 i1 Pgl16Ta2l podobienstwo bytlo na poziomie 99,9% i wigzalo si¢ z rdznica
dotyczaca jednego nukleotydu. Sekwencja Pg92Ta21 roznita si¢ od nich jednym nukleotydem
— posiadata Tyming, podczas gdy pozostate w tym miejscu mialy Adening, natomiast
sekwencja Pgl16Ta2l, réwniez rdznigca si¢ od pozostatych takze jednym nukleotydem
jednak w innym miejscu, posiadata rowniez Tyming, ale zamiast Cytozyny.



Nasze izolaty oraz 9 wyzej wymienionych zostaly umieszczone w jednym kladzie wraz
z sekwencjami AF522177, MT965637. Odr¢bno$¢ tych sekwencji zwigzana jest ze
zrdéznicowaniem dotyczacym odpowiednio jednego i dwoch nukleotydow. Sekwencja
KY798370 zostata pogrupowana oddzielnie. Roznita si¢ od pozostatych 4 nukleotydami.
Niestety nie bylo mozliwos$ci pordwnania naszych sekwencji z innymi z Polski, gdyz
sekwencje polskich izolatéw w GenBank NCBI nie wyst¢puja.

Analiza sekwencji LSU wykazata zroznicowanie pomigedzy badanymi izolatami, co nie
byto zwigzane z ich pochodzeniem (roslina zywicielska, region Polski), a takze pomigdzy
sekwencjami z GenBank pochodzacymi od izolatow pozyskanych w rdéznych czesciach
Swiata.

- Badania patogenicznosci izolatow P. graminis

W trakcie badan obserwowano bardzo mate nasilenie objawdéw chorobowych
powodowanych przez testowane izolaty P.graminis. Wigkszos$¢ izolatow nie powodowata
zadnych objawow chorobowych. Z tego tez wzgledu trudno jest jednoznacznie mowic
o wiekszym zroznicowaniu patogenicznosci badanych izolatoéw i wskaza¢ izolaty najbardziej
I najmniej patogeniczne. Jednak na pszenicy najwigcej objawow chorobowych obserwowano
po wykonaniu inokulacji izolatami Pg474 i Pg473, a na ros$linach pszenzyta — Pg474.

Whioski

A. Analizy molekularne, zarowno dotyczace regiondéw ITS jak i LSU (large subunit)
wykazaty jednoznacznie obecno$¢ P. graminis w 11 probkach na 40 zbadane. Doktadna
analiza fluorogramow wskazata jednak, ze w badanych probkach, oprocz makroskopowo
zidentyfikowanego grzyba P.graminis bylo DNA kilku gatunkow grzybow
rdzawnikowych, co uniemozliwito jednoznaczny odczyt. 9 sekwencji LSU P. graminis
zdeponowano w GenBank NCBI.

B. Pomimo niewielkiej liczby badanych izolatow, takie ktore daty wyrazne produkty, analiza
sekwencji LSU wykazata zréznicowanie pomiedzy badanymi izolatami, co nie bylo
zwigzane z ich pochodzeniem (ro$lina Zzywicielska, region Polski), a takze pomigdzy
sekwencjami z GenBank pochodzacymi od izolatow pozyskanych w réznych czgsciach
swiata. Badajac sekwencje LSU nie wykazano zrdéznicowania wynikajacego
z pochodzenia geograficznego izolatow, ani rosliny zywicielskiej.

C. Przeprowadzone analizy dowiodly istnienie malego zréznicowania izolatow P. graminis
pod wzgledem ich patogenicznosci. Dla pszenicy najbardziej wirulentnymi izolatami byty
Pg474 i Pg473, dla pszenzyta — Pg474. Nasilenie objawdéw przez nie powodowane bylto
niewielkie, wigkszo$¢ izolatow nie powodowata zadnych objawow chorobowych.

3.4. Temat badawczy 4

Poszukiwanie markerow molekularnych do identyfikacji genow odpornosci zboz na Puccinia
graminis.

Cel tematu badawczego 4

Celem tematu byto 0znaczenie zréznicowania genetycznego wyselekcjonowanych genotypow
roslin (gatunkoéw, odmian, linii hodowlanych), wskazanie najlepszego systemu markerowego
do identyfikacji genotypow u badanych gatunkow oraz wskazanie najlepszego systemu
markerowego do identyfikacji zmiennosci pomi¢dzy genotypami badanych gatunkéw oraz
wskazanie potencjalnych genetycznych markerow odpornosci wspomagajacych hodowle pod
katem odpornosci opartg na markerach (marker-assisted breeding, MAS).

Materialy i metody

W 2022 roku dla 10 genotypow pszenicy i 10 genotypow pszenzyta przeprowadzono
analizy dotyczace molekularnych markerow odpornosci. Ze wzgledu na brak genotypoéw
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mogacych stanowi¢ linie kontrolne w badaniach nie zastosowano obiektow kontrolnych, do
ktoérych mozna by odnosi¢ uzyskane wyniki badan.

a) Charakterystyka zré6znicowania genetycznego badanych genotypoéw pszenicy i pszenzyta

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

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

Sposrad tacznie 30 starterow dla systemoéw markeréow 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. Detekcje prazkéw uzyskano dzieki
barwieniu zelu bromkiem etydyny. Wizualizacj¢ produktow PCR przeprowadzono w $wietle
UV za pomocag GelDoc System. Obrazy zelu rejestrowano i analizowano przy uzyciu
oprogramowania GelAnalyzer 2010. Wielko$¢ 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 11 0, na
tej bazie utworzono macierze binarne stuzace dalszej analizie.

Analize zmiennos$ci genetycznej 1 charakterystyke zroznicowania 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 i wykreslono
dendrogramy. Przeprowadzono analiz¢ zrdéznicowania pomiedzy genotypami w obrebie
danego gatunku z wykorzystaniem metody analizy wielowymiarowej (PCoA) na podstawie
matrycy binarnej i obliczonych euklidesowych odleglosci dystansu genetycznego. Obliczono
stopien polimorfizmu wewnatrz genotypow (wyrazony jako udzial procentowy loci
polimorficznych) oraz poziom heterozygotycznosci.

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

Z bazy internetowej maswheat.ucdavic.edu wybrano 10 markeréw gendéw odpornosci.
Przeprowadzono reakcj¢ PCR z wykorzystaniem starterow flankujagcych wybrany gen
odpornosci. Przebadano po trzy rosliny reprezentujace kazdy genotyp pod katem obecnosci
markerow odpornosci. Na podstawie protokolow zawartych w bazie markerow
przeprowadzono reakcje PCR, dostosowujac temperature przylaczania do S$redniej
temperatury Tm dla obu starterow. Produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie w zelu
agarozowym oraz wizualizowano, zgodnie z procedurg opisang powyzej. Wielkos¢
produktoéw oznaczano z wykorzystaniem programu komputerowego GelAnalyzer 10.0.
Oznaczano czgstotliwo$¢ wystepowania danego markera odpornosci wséréd badanych
genotypow oraz taczng liczbg markeréw w kazdym genotypie.

Wyniki
a) Charakterystyka zréznicowania genetycznego badanych genotypoéw pszenicy i pszenzyta

Analiza produktow PCR uzyskanych po amplifikacji z testowanymi starterami trzech
systemOéw markerowych RAPD, ISSR oraz SCoT pozwolita na wskazanie tacznie 105 loci,
kazdy starter $rednio generowat 7 loci.



Liczba loci generowanych przez poszczegdlne systemy markerowe wynosita 40 dla
RAPD, 29 dla ISSR oraz 36 dla SCoT. Informatywno$¢ poszczegdlnych systemow
markerowych byla rozna: najwyzszy $redni stopien polimorfizmu wyrazony udziatem
procentowym loci polimorficznych (czyli faktycznie rdznicujacych rosliny w obrebie
genotypow) uzyskano po amplifikacji ze starterami ISSR. Poziom polimorfizmu dla systemu
SCoT wynosit srednio 0,56 % w genotypie. Amplifikacja ze starterami RAPD wygenerowata
srednio 1% loci polimorficznych, ale nalezy podkresli¢, ze loci polimorficzne wystgpowaty
tylko w jednym genotypie (NADZ:19796), natomiast pos$rod dziewigciu pozostatych
genotypow system markerowy RAPD generowal jedynie loci monomorficzne. Wspolna
analiza matrycy binarnej uzyskanych loci z trzech systemow markerowych pozwolita na
obliczenie ogodlnego sredniego poziomu polimorfizmu pomiedzy roslinami reprezentujacymi
dany genotyp na poziomie 1,14%.

W  potowie badanych genotypow: MIB 01007, SMH 497, Arkadia, KBP 21.33
i C3279/16-1 nie stwierdzono zmiennosci pomiedzy poszczegdlnymi roslinami
reprezentujacymi dany genotyp: zaden z systemow markerowych nie wygenerowal loci
polimorficznych. Swiadczy to o wysokim stopniu homozygotycznoséci tych genotypéw i ma
swoje odzwierciedlenie w zerowej wartosci heterozygotycznosci. Powyzsze wyniki sugeruja
wysoka stabilnos¢ wskazanych genotypow, ktore mogg stanowi¢ bardzo dobry materiat
hodowlany, szczego6lnie dla hodowli mieszancowe;.

Najwyzszy stopien zroznicowania genetycznego mi¢dzy osobnikami jednego genotypu
stwierdzono w genotypie NADZ:19796: udziat loci polimorficznych wynosit 4,76% a wartos¢
heterozygotycznos$ci byta najwyzsza wsrod wszystkich badanych genotypow 1 wynosita 0,039
(zidentyfikowana za pomoca markerow RAPD). Genotypy SMH 840, AND 19057 oraz
Genotyp20 cechowat taki sam udziat loci polimorficznych a heterozygotyczno$¢ na poziomie
0,016 do 0,021 dla ISSR. Niewielki stopien heterozygotycznosci i polimorfizmu wykazat
Genotypl0, odpowiednio 0,16 dla ISSR oraz 0,95%.

Analiza zmienno$ci molekularnej (AMOVA), zidentyfikowata zmienno$¢ wewnatrz
genotypéw na niskim poziomie 9% w analizie wspolnej dla wszystkich systemow
markerowych. AMOVA wskazuje rowniez jednoznacznie na istotne roznice migdzy
badanymi genotypami pszenicy, zmienno$¢ mi¢dzy genotypami oznaczono na poziomie 91%
w analizie wspdlnej dla trzech systemow markerowych. Kazdy z wykorzystanych systemow
markerowych okazat si¢ efektywny w segregowaniu badanych genotypow (®pr > 0).

Pomimo przynaleznosci do jednego gatunku, badane genotypy (odmiany i linie) okazaty
si¢ na tyle zréznicowane mig¢dzy soba, ze mozliwe jest ich zidentyfikowanie za pomoca
markeré6w molekularnych RAPD, ISSR i SCoT, niemniej zaden z systeméw markerowych
samodzielnie nie wykazat odrgbnosci wszystkich odmian i linii. Jak wykazala analiza
wielowymiarowa PCoA przeprowadzona na bazie binarnego dystansu genetycznego miedzy
populacjami, markery ISSR byly najbardziej efektywne w rdznicowaniu badanych
genotypow: wskazaty osiem punktéw na wykresie koordynat, przy czym wspolne punkty
miaty genotypy Arkadia z C3279/16-1 oraz KBP 21.33 z SMH 497. Najmniejsze odlegtosci
cuklidesowe stwierdzono po analizie PCoA za pomocg markerow RAPD: wskazano istnienie
tylko dwoch grup identycznych genotypow: Arkadia i NADZ:19796 oraz Genotyp 10,
SMH 840, MIB 01007, SMH 497, KBP 21.33, AND 19057, C3279/16-1 i Genotyp 20.

Analiza skupien przeprowadzona na podstawie wspolczynnika dystansu genetycznego
Neia potwierdzita wyniki uzyskane w analizie wielowymiarowej. Najwyzszg warto$é
wspotczynnika dystansu genetycznego Neia wynoszacy 0,123 stwierdzono po analizie
markeréw SCoT pomigdzy genotypami SMH 840 i KBP 21.33.

Podobnie jak u pszenicy, takze u pszenzyta efektywnos$¢ systeméw markerowych
w réznicowaniu genotypow i detekcji polimorfizméw w ich obrebie byla zrdéznicowana.
Srednia liczba loci generowanych przez markery RAPD, ISSR i SCoT wynosita 7,5 na starter.
Najmniejszg liczbe loci wygenerowaty startery ISSR (26), a za pomocg starterow RAPD
i SCOT uzyskano odpowienio 43 i 44 loci. Sredni udziat loci polimorficznych byt niski
1 wyniost 0,88%. Szczegdlowa analiza wzordw prazkowych ujawnila niski (nizszy niz
u badanych genotypdéw pszenicy) stopien polimorfizmu pomigdzy roslinami nalezacymi do
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poszczegolnych genotypoéw pszenzyta, wyrazony udzialem loci polimorficznych i warto$cig
heterozygotycznosci.

Brakiem zréznicowania wewnatrz populacji roslin reprezentujacych dang odmiane lub
lini¢ charakteryzowalo si¢ sze§¢ z dziesigciu badanych genotypow: SY Cappricia,
SU Liborius, Sekret, DL 1015/19, Probus oraz SU Alteus. Oznacza to, ze wymienione
genotypy sa bardzo jednorodne genetycznie.

Najwigkszy udziat loci polimorficznych i najwyzsza heterozygotycznos$é¢ stwierdzono
u genotypu DS.3432/20 - odpowiednio 6,19% loci polimorficznych we wspélnej analizie
systemOw markerow oraz heterozygotyczno$¢ na poziomie 0,037 zidentyfikowang za pomoca
markeréw RAPD. Warto podkresli¢, ze ta odmiana byla jedyna, u ktorej system RAPD
zidentyfikowal zmienno$¢ wewnatrzpopulacyjng na wysokim poziomie 16,28%.

Analiza zmienno$ci molekularnej AMOVA  wykazata wysoka efektywnos$¢
zastosowanych systemow markerowych w segregacji poszczegolnych genotypow, wskazujac
bardzo wysoki udzial zmienno$ci pomiedzy odmianami i liniami (96% dla analizy wspolnej).
Nalezy to interpretowac tak, ze wyselekcjonowane do badan genotypy pszenzyta rdznig si¢
istotnie miedzy soba pod wzgledem genetycznym, natomiast pomiedzy osobnikami
nalezacymi do jednego genotypu zmienno$¢ genetyczna jest niska. Badane genotypy
pszenzyta nalezy uzna¢ za stabilne i homozygotyczne w wysokim stopniu.

Na podstawie analizy wielowymiarowej PCoA oraz dendrogramow wykreslonych na
bazie dystansu genetycznego Neia stwierdzono wysokg przydatno$¢ systemu SCoT do
identyfikacji poszczegdlnych genotypdw — na wykresie analizy wielozmiennych kazda
odmian 1 linia analizowana przy pomocy tych markerow zajmuje odrebne wspotrzedne.
Zerowy wspolczynnik dystansu genetycznego Neia na podstawie markerow RAPD uzyskano
dla klastra zlozonego z genotypow: SY Cappricia, MAH 36505-3, Sekret i DL 1015/19,
natomiast za pomocg systemu markerowego ISSR wyodrebniono trzy klastry ztozone
z odmian miedzy ktorymi nie stwierdzono roznic: (a) SY Cappricia, DS.3432/20,
MAH 36505-3, (b) DL 1015/19 SU Atletus i (¢) SU Liborius, Sekret. Odmiany wchodzace
w sktad jednego klastra nie rdéznig si¢ migdzy sobg genetycznie na podstawie analizy
z wybranymi starterami.

Najbardziej rownomierng dystrybucje genotypdéw pszenzyta w analizie wielozmiennych
oraz najwyzsze wartosci wspoOlczynnikow dystansu genetycznego zaobserwowano po
zastosowaniu markerow SCoT. System markerowy SCoT skutecznie roznicowat wszystkie
badane genotypy, a ich rozproszenie na wykresie analizy wielozmiennych bylo duze,
co $wiadczy o wysokiej wartosci wspotczynnikéw dystansu genetycznego; wspotczynnik
dystansu Neia byta najwyzszy pomiedzy genotypami DL 1015/19 a Probus i wyniost 0,258.

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

W wyniku reakcji tancuchowej polimerazy z wybranymi starterami identyfikujagcymi
geny odpornosci na rdz¢ zdzblowa w genomowym DNA badanych roslin stwierdzono r6znice
w wystepowaniu poszczegdlnych markerow odpornosci u roznych genotypdw pszenicy
| pszenzyta.

Stwierdzono obecno$¢ markerow odpornosci we wszystkich badanych genotypach obu
gatunkow zboz, ale ich liczba byta zroznicowana w zaleznosSci od gatunku i odmiany lub linii.
Najwiecej, pi¢¢ markeréw odpornosci stwierdzono u pszenicy odmiany AND 19057. Markery
odpornosci genow Sr32, Sr49 i Sr56 byly obecne we wszystkich badanych genotypach
pszenicy, natomiast u pszenzyta we wszystkich odmianach/liniach wystepowal jedynie
marker genu Sr32, ponadto byt on polimorficzny dla potowy genotypow. U pszenicy ten gen
markerowy byt polimorficzny dla genotypow: Genotypl0, NADZ:19796 i MIB 01007, tzn.
nie u wszystkich roslin reprezentujacych dane genotypy uzyskano produkty amplifikacji
markera csSr32#1 o dlugosci 184bp. Popularny marker genu odpornosci Sr22 WMC633 nie
zostat stwierdzony u zadnego genotypu pszenicy ani pszenzyta. Marker genu odpornosci Sr24
w postaci prgzka o dlugosci 500 bp zidentyfikowany zostal u trzech genotypow pszenicy
i u zadnego genotypu pszenzyta. Markery genow odpornosci Sr35, Sr39 i Sr45 nie zostaly
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stwierdzone u zadnego badanego genotypu obu gatunkéw. Marker genu odpornosci Sr57
zostat stwierdzony tylko u niektorych roslin trzech genotypow pszenzyta: DC 16267-74,
SU Liborus i SU Atletus. Marker genu Sr28 wystepowal jedynie w ukladzie
heterozygotycznym — prazek wskazujacy na odpornos$¢ (220 bp) wystgpowat jednoczes$nie
z prazkiem wskazujgcy na wrazliwo$¢ na rdz¢ zdzbtowa (<208 bp).

Whioski

A) Wyselekcjonowane do badan genotypy pszenicy charakteryzujg si¢ niewielkg zmiennoscia
genetyczng 1 s3 w wigkszosci homozygotyczne. Wybrane genotypy pszenzyta rdznig si¢
istotnie miedzy soba pod wzgledem genetycznym, natomiast wystepujaca w obrgbie
poszczegolnych genotypéw zmienno$¢ genetyczna jest mata. Badane genotypy pszenicy
1 pszenzyta nalezy uzna¢ za stabilne i w wysokim stopniu homozygotyczne.

B) Przeprowadzone analizy dowiodty zréznicowanej przydatnosci poszczegdlnych systemow
markerow molekularnych w detekcji zmienno$ci genetycznej u pszenicy i pszenzyta.
Samodzielnie zaden z zastosowanych systeméw markerowych nie roéznicuje wszystkich
badanych genotypow pszenicy. Najbardziej skuteczne w identyfikowaniu odmian
pszenzyta sa markery SCoT. Najmniej efektywne w identyfikowaniu genotypow oraz
w oznaczaniu polimorfizmu w obrebie genotypoéw sa markery RAPD zar6wno u pszenicy,
jak 1 pszenzyta.

C) Wszystkie badane genotypy pszenicy i pszenzyta posiadajag markery odpornosci na rdzg
zdzbtowa w liczbie od dwoch do pieciu. Swiadcezy to o wysokim potencjale odpornosci
badanych genotypoéw na rdze¢ zdzblows.

D) Badane genotypy pszenzyta charakteryzuja si¢ mniejsza cze¢stotliwoscia wystgpowania
markerow gendw odpornosci Sr niz badane genotypy pszenicy. Najwiece] (pigc)
markerow odpornosci stwierdzono w genotypie pszenicy AND 190575.

3.5. Temat badawczy 5
Wrazliwo$¢ genotypdw pszenicy i pszenzyta na Puccinia graminis
Cel tematu badawczego 5

Celem tematu badawczego jest scharakteryzowanie genotypow pszenicy i1 pszenzyta (odmian,
rodow hodowlanych) pod katem wrazliwos$ci na rdze¢ zdzblowa.

Materialy i metody

Badania dotyczace wrazliwosci genotypow zboz prowadzono w warunkach polowych
i laboratoryjnych (szklarniowe testy fizjologiczne zywiciel-patogen).

- Testy polowe

Obserwacje wystepowania rdzy zdzbtowej przeprowadzono na doswiadczeniach
nalezacych do COBORU oraz firm zajmujacych si¢ hodowla zbdz, bedacych partnerami
projektu, tj. DANKO Hodowla Ro$lin Sp. z 0.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa
IHAR. W badaniach tych uwzgledniono Stacje Doswiadczalne Oceny Odmian, w ktorych
zaobserwowano najwigcej objawow rdzy zdzbtowej. Ponadto obserwacje prowadzon0 na
doswiadczeniach zalozonych przez firmy zajmujace si¢ hodowlg zbdz. Obserwacje
wrazliwosci genotypow pszenicy i pszenzyta na P. graminis prowadzono w miejscowos$ciach,
w ktorych nasilenie objawéw byta wigksza, co miato zapewnic lepsza selekcje genotypow.
Ocena porazenia pszenicy i pszenzyta przez P. graminis wykonana zostata w lipcu.

W 2022 roku w badania wrazliwosci genotypdéw testowano rowniez w Rolniczym
Zaktadzie Doswiadczalnym w Minikowie, nalezacym do Politechniki Bydgoskiej, w ktérym
doswiadczenia zostaly przeprowadzone na mikropoletkach. Dla zapewnienia odpowiedniej
presji patogena przygotowane zostaly doniczki z roslinami pszenicy i pszenzyta z objawami
porazenia przez P.graminis stanowigcymi pierwotne zrodlo infekcji, wczesnigj
przygotowanymi w szklarni, umieszczonymi nastepnie na mikropoletkach. Ocena porazenia
przez P. graminis w uprawach pszenicy i pszenzyta wykonana zostata w lipcu.
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- Testy laboratoryjne - testy fizjologiczne zywiciel-patogen

Testy fizjologiczne zywiciel-patogen prowadzone byly w warunkach szklarniowych.
Wrazliwos¢ genotypéw na rdze zdzbtowa oceniana byta na lisciach roslin pszenicy
1 pszenzyta. Badaniami objete byly juz zarejestrowane odmiany pszenicy i1 pszenzyta oraz
rody i linie hodowlane, udostepnione przez hodowcow zb6z. W pierwszym etapie na mtodych
siewkach zboz namnozono zarodniki wybranych izolatow P. graminis. Po tym okresie zostata
okreslona wrazliwos$¢ poszczegdlnych genotypow zbdz, na podstawie obserwowanych zmian
chorobowych stwierdzonych na lisciach.

Wyniki
- Testy polowe

W 2022 roku w warunkach polowych obserwowano bardzo mato objawow
chorobowych rdzy zdzbtowej na pszenicy. Czgsto byly to pojedyncze skupienia uredniniow
P. graminis. Sposrod wszystkich stacji badawczych najwiecej objawoéw chorobowych rdzy
zdzbtowej na pszenicy stwierdzono w Stacji Do§wiadczalnej Oceny Odmian w Wegrzcach,
dlatego wnioskowanie co do wrazliwosci genotypow pszenicy na P. graminis oparto gtéwnie
na podstawie danych uzyskanych z tej miejscowosci. Sposrod odmian pszenicy najwigcej
objawéw chorobowych rdzy zdzbtowej obserwowano dla odmiany Moschus, a nastgpnie
Dubaj i 15 innych odmian. Znacznie mniej objawow rdzy zdzbtowej obserwowano
w Zaktadzie Doswiadczalnym Oceny Odmian w Radostowie. Sposréod odmian pszenicy
najwigcej objawow chorobowych rdzy zdzbtowej obserwowano dla odmiany SY Yukon,
a nastepnie Adamont, LG Keramik i Rotax oraz Artist i Euforia. Na wigkszo$ci odmian nie
stwierdzono objawow tej choroby.

W 2022 roku w warunkach polowych obserwowano bardzo mato objawéw
chorobowych rdzy zdzbtowej na roslinach pszenzyta. Sposrod wszystkich stacji badawczych
objetych obserwacjami najwigcej objawdéw chorobowych rdzy zdzbtowej na roslinach
pszenzyta odnotowano w Zaktadzie Doswiadczalnym Oceny Odmian w Radostowie. Sposrod
wszystkich analizowanych odmian pszenzyta najwigcej objawow chorobowych stwierdzono
na roslinach odmiany Lanetto i SU Liborius, a nastgpniec Meloman. Na pozostatych
odmianach pszenzyta nie obserwowano objawow rdzy zdzblowe;.

Na roslinach pszenicy uprawianych w Rolniczym Zakladzie Do$wiadczalnym
Minikowo na mikropoletkach rowniez obserwowano bardzo mate nasilenie objawow
chorobowych rdzy zdzblowej. Pomimo zwigkszenia presji patogena poprzez wystawienie
wiosng roslin sztucznie inokulowanych zarodnikami P. graminis wczesniej przygotowanymi
w szklarni, nie przyczynitlo si¢ do znacznego wzrostu nasilenia objawdéw choroby na
testowanych roslinach pszenicy. Maksymalnie objawy rdzy zdZbtowej stwierdzono na 3%
zdzbel, co odnotowano na odmianie Sikorka. Na sze$ciu genotypach odnotowano po 2%
porazonych zdzbetl a na 17 genotypach po 1% porazonych zdzbetl.

Na roslinach pszenzyta uprawianych na mikropoletkach rowniez obserwowano mato
objawow chorobowych rdzy zdzblowej. Zwigkszenie presji patogena nie przyczynito si¢ do
wyraznego wzrostu nasilenia objawow choroby na testowanych roslinach. Maksymalnie
objawy rdzy zdzbtowej stwierdzono na 2% zdzbet, co odnotowano na odmianach Avokado,
Panteon i Toro. Na dziewigciu genotypach odnotowano po 1% porazonych zdzbel pszenzyta.

- Testy laboratoryjne - testy fizjologiczne zywiciel-patogen

W uprawach szklarniowych pszenicy i pszenzyta takze nie obserwowano zbyt duzego
nasilenia objawow rdzy zdzblowej na testowanych roslinach. Sposrod 80 analizowanych
genotypOw pszenicy objawy tej choroby stwierdzono tylko na dziewigciu genotypach.
Najwigcej byl ich na roslinach genotypu NADZ:19040, nieco mniej na AND 19569, SMH
796 i Genotypiel0. Na pozostaltych genotypach nie odnotowano zadnych symptomow
porazenia przez testowanego grzyba P. graminis.
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Sposrod 40 testowanych genotypow pszenzyta objawy chorobowe rdzy zdzblowej
obserwowano tylko na szesciu genotypach. Najwiecej byt ich na roslinach DL 379/19, mnigj
na SU Tadeus, DL 246/19, Corado i DS. 2599/20.

Whioski

A) W warunkach doswiadczen poletkowych stwierdzono bardzo male zrdéznicowanie
w podatnosci genotypOw pszenicy i pszenzyta na porazenie przez P. graminis. Ze wzgledu
znikome nasilenie trudno byto jednoznacznie wytypowa¢ genotypy odporne i podatne na
porazenie.

B) Bardzo mate nasilenie objawoéw rdzy zdzbtowej w tescie laboratoryjnym (szklarniowym)
rowniez nie pozwolitlo na jednoznaczne okreslenie wrazliwosci genotypdw pszenicy
i pszenzyta na porazenie przez P. graminis.

3.6. Temat badawczy 6

Poszukiwanie markeréw metabolicznych wptywajacych na odpornos¢ zboéz na Puccinia
graminis

Cel tematu badawczego 6

Celem tematu byto wytypowanie potencjalnych mechanizméw obronnych przeciw
P. graminis wsérdéd badanych roslin na podstawie obecnos$ci i1 aktywnos$ci markerow
molekularnych.

Materialy i metody

Prowadzono poszukiwania metabolicznych 1 enzymatycznych markerow, ktore moga
by¢ odpowiedzialne za cechy odpornosci ros$lin na badanego patogena. Badania te
przeprowadzono dla 10 genotypow pszenicy i 10 genotypow pszenzyta. Rosliny do badan
uprawiano w komorze wzrostowej. Material roslinny wysiewano do podioza
specjalistycznego Klassman Substrate Select na bazie torfu wysokiego. Do przygotowanych
doniczek wysiewano po 10 ziaren wybranego materialu siewnego pszenicy 1 pszenzyta.
Kietkujace nasiona przetrzymywano w 18°C bez naswietlania, do momentu pojawienia si¢
pierwszych wschodow. Inokulacje przeprowadzano w fazie BBCH 12—13 poprzez nanoszenie
atomizerem na powierzchni¢ roslin zawiesiny, wedlug metodyki zaproponowanej przez
Serensen. Po 7 dniach od inokulacji dokonywano obserwacji objawoéw chorobowych na
materiale roslinnym. Nnadziemng cze$¢ roéliny pobierano i zabezpieczano do dalszych analiz.

Pozyskiwanie markerow odpornosci z tkanek genotypéw roslin prowadzono
wieloetapowo w zaleznosci od kompleksu enzymatycznego (markery enzymatyczne) czy tez
grupy analitow (markery nieenzymatyczne). Oznaczana byla m. in. aktywno$¢ enzymow
(biatek PR) oraz zawarto§¢ wytypowanych zwiazkéw organicznych bioracych udziat
w odpowiedzi na infekcj¢ P.graminis, tj. chitynazy, p-1,3-glukanazy, zawarto$¢
reaktywnych form tlenu generowanych w czasie patogenezy, zawarto$¢ metabolitow
aktywnie biorgcych udzial w mechanizmach obronnych czy stan lignifikacji $ciany
komoérkowej. Metody analityczne oparte zostaty na spektrofotometrii, detekcji in vivo.

WyniKi

Po 7 dniach ekspozycji roslin na dziatanie patogena (inokulacji) rosliny oceniono pod
wzgledem wystepowania objawdéw chorobowych a nastepnie zabezpieczono materiat do
dalszych analiz. Przeprowadzono badania nad stopniem indukcji jak i aktywnos$cig enzymow
z grupy chitynaz jakie moga bra¢ bezposredni udzial w zwalczaniu patogenoéw z gatunku
P. graminis. W przypadku roslin pszenicy zaobserwowano iz sposrod badanych genotypow
ro$lin najwigksza aktywnoscia chitynaz charakteryzowat si¢ Genotyp 10. Byl to najbardziej
aktywny genotyp pszenicy pod wzgledem chitynolitycznym jaki zaobserwowano. Kolejnymi
genotypami byly NADZ: 19796 oraz SMH 840. Wszystkie trzy genotypy charakteryzowaty
sic wysoka aktywnoscig, ktora w ciggu godziny byla w stanie uwolni¢ ponad 2,0 nM
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ekwiwalentéw glukozy w ciagu jednej godziny. Tak wysoka aktywno$¢ pozytywnie wplywa
na ewentualng obron¢ przeciwko pasozytom jakimi sg patogeny z rodzaju Puccinia.
Najmniejszg aktywnos$cig chitynaz charakteryzowaly si¢ z kolei takie genotypy jak KBP,
Arkadia oraz MIB 01007.

W przypadku roslin pszenzyta obserwowano, ze trzy sposrod badanych genotypoéw
charakteryzowaly si¢ bardzo wysoka aktywnos$cig chitynaz: Probus, MAH 3650 oraz
DC 16267-74. Z kolei dwa osiggaly bardzo zblizong aktywnos$¢ do 2,0 nM ekwiwalentow
glukozy uwalnianych w ciggu godziny: DS. 3432/20 oraz SU Atletus. Do najmniej aktywnych
zaliczono dwa genotypy uwalniajace ponizej 1.0 nM ekwiwalentu glukozy w ciagu jednej
godziny: SY Capprica oraz SU Libor.

Kolejnym markerem o dziataniu chitynolitycznym jaki badano w ramach
prowadzonych analiz byta aktywnos$¢ enzymow z grupy B -1,3- glukanaz. Enzymy te wraz
z chitynazami i1 innymi enzymami z klasy hydrolaz warunkuja bezposrednie zwalczanie
proliferujacych wewnatrz ustroju rosliny komorek patogendow grzybowych.

W przypadku ros$lin pszenicy zaobserwowano bardzo wysoka aktywno$¢ enzymu
wsrdd wszystkich badanych genotypow osiggajacych wartos¢ ponad 5,0 nM ekwiwalentow
glukozy uwalnianych w ciggu godziny. Najwigksza aktywnos$cia charakteryzowaty si¢ trzy
badane genotypy pszenicy: Genotyp 10, Genotyp 20 oraz Arkadia. Najnizszg aktywnoscia
enzymu charakteryzowat si¢ genotyp NADZ: 19796.

W przypadku roslin pszenzyta zaobserwowano podobng aktywno$¢ B-1,3- glukanaz
w tkankach roélin. Srednia warto$é oscylowala wokot 8,0 nM ekwiwalentow glukozy
uwalnianych w czasie 1 godziny aczkolwick jeden genotyp charakteryzowal si¢ istotnie
wigksza aktywnoscig sposrod badanych genotypow: MAH 3650. Z kolei takie genotypy jak
DS. 3432/20 oraz Probus charakteryzowaty si¢ aktywnosciag ponad 8,0 nM ekwiwalentow
glukozy na godzing. W przypadku roslin pszenzyta nie obserwowano aktywnos$ci mniejszej
niz 6,0 nM ekwiwalentow glukozy. Najmniejsza aktywnoscia badanego enzymu
charakteryzowat si¢ genotyp DC 16267-74.

Kolejng grupa markerdéw o znaczeniu przeciw grzybowych jakie analizowano w czasie
trwania tego etapu projektu, byla zawarto§¢ wolnych zwigzkow fenolowych w tkankach
roslin. W przypadku roslin pszenicy obserwowano male zréznicowanie co do zawarto$ci
badanych metabolitow wsérdd wszystkich badanych genotypach roslin. Najwigksza
zawarto$cig charakteryzowat si¢ Genotyp 10. Kolejnymi genotypami charakteryzujacymi si¢
wysoka zawarto$cig metabolitow byla Arkadia oraz Genotyp 20. Najnizszag zawartoscia
metabolitow charakteryzowat si¢ SMH 840.

W przypadku roslin pszenzyta roéwniez obserwowano mate zrdznicowanie pod
wzgledem zawartosci badanych metabolitow aczkolwiek catkowita zawarto$¢ wolnych
zwigzkow fenolowych byla wigksza w porOwnaniu z ro$linami pszenicy. Najwigksza
zawartos$cig metabolitow w czasie trwania infekcji charakteryzowaty sie rosliny genotypow
SU Libor, SY Capricia, MAH 3650, oraz SU Atletus. Najmniejszg zawartoscig
charakteryzowaty si¢ rosliny genotypéw DD 321/19, DL 1015/19, oraz DS. 3432/20.

W toku prowadzonych badan przeanalizowano wybrane genotypy roslin pod
wzgledem stanu energetycznego roslin w postaci ilosci uwalnianych do ustroju zwiazkow
cukrow. W kontek$cie zawartosci wolnych cukrow w tkankach roslin pszenicy
zaobserwowano, ze najwickszg zawartoscig charakteryzowaty si¢ tkanki genotypu Arkadia.
Kolejnymi genotypami byty SMH 840 oraz AND 19057, jak réwniez SMH 497. Najmniejsza
iloscig charakteryzowat sie NADZ: 19796, nastepnie Genotyp 10 oraz Genotyp 20.

Wsrdd roslin pszenzyta obserwowano podobny rozktad badanej cechy. Najwicksza
zawarto$cig charakteryzowaly si¢ trzy sposrod badanych genotypow tj. DC 16267-74, Probus
oraz DL 1015/19. Z kolei najmniejsza zawartoscig charakteryzowaly si¢ MAH 3650 oraz
DS. 3432/20.

W ramach prowadzonych badan przeanalizowano tkanki badanych roslin pod katem
stopnia lignifikacji. Proces lignifikacji tkanek jest mechanizmem obronnym skutecznym przy
uniemozliwianiu rozprzestrzeniania si¢ komorek patogendw w ustroju rosliny. Jest to proces
dlugotrwatly ale skutecznie utrudniajacy wzrost komorek patogendw roslin oraz odcinajgcy
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patogena od reszty ustroju. Lignina jako material §ciany komorkowej roslin jest trudny pod
katem rozkladu enzymatycznego. Jako stopien lignifikacji brano pod uwage ilos¢
lignotioglikolo pochodnych ligniny (LTGA) uwalnianych w procesie hydrolizy.

Rosliny pszenicy charakteryzowaty si¢ znacznie wigksza ilo$cig uwalnianego LTGA
w pordéwnaniu z roslinami pszenzyta, gdzie zaobserwowano kilkukrotnie mniejszy stopien
lignifikacji tkanek. Wsérod roslin pszenicy genotypy o najsilniejszym stopniu lignifikacji
(ponad 30 mg/gSM LTGA) wymieni¢ mozna NADZ: 19796 oraz SMH 840. Jako genotypy
0 najmniejszym stopniu lignifikacji wymieni¢ mozna Arkadia, C3279/16-1 oraz KBP 21.33.
W  kontek$cie roslin pszenzyta zaobserwowano ze najwigksza zawartoscia LTGA
charakteryzowatly si¢ tkanki ros$lin genotypu SU Atletus. Nastepnie genotyp MAH 3650,
DS. 3432/20, DD 321/19. Najmniejsza zawartos¢ LTGA (ponizej 10 mg/gSM) obserwowano
natomiast w tkankach genotypow SY Capricia, SU Libor oraz Sekret.
Kolejnym markerem metabolicznym uwalnianym w czasie trwania patogenezy jest jedna
z reaktywnych form tlenu w postaci H,0,. Jest to czasteczka silnie reaktywna w uktadach
biologicznych (cytozolu) i jej wydzielanie moze mie¢ dzialanie zaréwno bezposrednie
zwalczajace jak rowniez sygnatlowe. W kontekscie badanych roslin pszenicy zaobserwowano
pewne zroznicowanie pod wzgledem obecnos$ci badanego metabolitu. Najwieksza zawartoscia
wolnego H,O, w tkankach roslin charakteryzowal si¢ genotyp C3279/16-1. Kolejnymi
byly Arkadia, SMH 840, NADZ: 19796 oraz Genotyp 20. Najmniejsza zawartos$cia
charakteryzowaty si¢ AND 19057 oraz MIB 01007. W kontekscie tkanek roslin pszenzyta
najwickszg zawarto$cig charakteryzowat si¢ SU Atletus, nastgpnie MAH 3650, DS. 3432/20
oraz DD 321/19. Zauwazalnie najmniejsza zawartoscig charakteryzowal si¢ genotyp
SY Capricia.

Whioski

A. Zaobserwowano duze zrézniocwanie pod wzgledem aktywnosci chitynolitycznej
w kontekscie roslin pszenicy oraz jeszcze wigksze dla roslin pszenzyta.

B. Dla aktywnosci glukanaz obserwowano mniejsze zrdznicowanie niz w przypadku chitynaz
dla roslin obu gatunkoéw.

C. Obserwowano synergistyczne dzialanie obu markerow (chitynaz, [-1,3-glukanaz)
w ro$linach pszenicy w czasie ekspozycji na Puccinia graminis.

D. Sposréd genotypoéw pszenicy potencjalne cechy odpornosci zaobserwowano w roslinach
Genotypu 10, Genotypu 20 oraz SMH 840. Dla roslin pszenzyta potencjalne cechy
odpornosci zaobserwowano w roslinach genotypow MAH 3650, Probus oraz SU Atletus.

E. W toku prowadzonych badan nie zaobserwowano calkowitej opornosci/odpornosci
w na P. graminis zaréwno u roslin pszenicy jak i pszenzyta.
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