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1. Tytul zadania

Wystepowanie Puccinia graminis na pszenicy i1 pszenzycie, jego zrdznicowanie oraz
poszukiwanie fenotypowych, molekularnych i metabolicznych markeréw odpornosci na rdzg
zdzbtowa

2. Cele zadania

Celem zadania jest okre§lenie nasilenia wystgpowania Puccinia graminis na pszenicy
i pszenzycie w Polsce, stworzenie krajowej kolekcji izolatow tego patogena, zbadanie
wrazliwosci genotypdéw zbdz (odmian, rodéw, linii hodowlanych) oraz poszukiwania
markeréw fenotypowych, molekularnych 1 metabolicznych do identyfikacji genow
odpornosci na rdz¢ zdzblowa

3. Opis tematoéw badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Okreslenie nasilenia wystgpowania rdzy zdzblowej w uprawach pszenicy 1 pszenzyta
w Polsce

Cel tematu badawczego 1

Celem tematu bylo okreslenie nasilenia wystepowania rdzy zdzblowe] w uprawach
pszenicy 1 pszenzyta w Polsce.

Materiaty i metody

Przeprowadzono ocen¢ nasilenia wystepowania objawdéw chorobowych rdzy zdzbtowej
zb6z i traw na ros$linach pszenicy i pszenzyta uprawianych na poletkach do$wiadczalnych
nalezacych glownie do Centralnego Os$rodka Badania Odmian Roslin Uprawnych
(COBORU) zlokalizowanych w roznych rejonach Polski, reprezentujacych powierzchnie
catego kraju 1 poszczegdlne wojewddztwa. Kryterium wyboru podl/miejscowosci do
planowanych obserwacji nasilenia wystgpowania rdzy zdzbtowej byta wstgpna informacja od
pracownikow COBORU poszczegdlnych Stacji Doswiadczalnych Oceny Odmian dotyczaca
wystepowania objawow tej choroby. Ponadto oceniano nasilenie objawoéw rdzy zdzbtowej na
polach produkcyjnych pszenicy i pszenzyta. Zatozeniem bylo objecie obserwacjami
wszystkich wojewddztw Polski. Oceniano procent zdzbel z objawami chorobowymi rdzy
zdzbtowej. Ocene przeprowadzono w lipcu, pod koniec okresu wegetacyjnego badanych
gatunkOw zboz, tj. pszenicy i pszenzyta. Ponadto pobierano probki zdzbet, na ktorych
widoczne byly objawy rdzy zdzbtowej, do dalszych etapéw wykonywanych badan
realizowanych w ramach projektu. Objawy porazenia na zdzbtach badanych zbdz
potwierdzano w warunkach laboratoryjnych.

Wyniki

Nasilenie rdzy zdzbtowej w stacjach badawczych nalezacych do COBORU, w ktorych
byly rowniez kombinacje bez ochrony fungicydowej, obserwowano bardzo mato objawow
chorobowych. Objawy chorobowe rdzy zdzblowej na pszenicy obserwowano w jedenastu
wojewoOdztwach, a na pszenzycie tylko w trzech wojewodztwach. Na zdzbtach roslin jak juz
stwierdzono obecno$¢ choroby, to najczesciej obserwowano tylko pojedyncze uredinia.

W trakcie obserwacji prowadzonych w 2023 roku nie stwierdzono wystgpowania
objawow chorobowych rdzy zdzblowej zbdz i traw zaréwno na roslinach pszenicy jak
1 pszenzyta uprawianych na polach produkcyjnych. Zapewne przyczynita si¢ do tego
stosowana ochrona fungicydowa na tych polach towarowych oraz warunki pogodowe
panujace w okresie wegetacji pszenicy i pszenzyta. W roku 2023 panowaly niekorzystne
warunki pogodowe dla rozwoju rdzy zdzblowej. Poczatek wiosny byt stosunkowo chtodny,



co sprawilo, iz okres dla rozwoju P. graminis byt zbyt krotki by grzyb ten zdatyt zainfekowaé
wpierw zywiciela posredniego a nastgpnie zboza.

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

Celem tematu jest utworzenie krajowej kolekcji izolatdéw Puccinia graminis przez
pozyskanie zarodnikow letnich sprawcy rdzy zdzbtowej, tj. uredospor.

Materialy i metody

W celu utworzenia krajowej kolekcji izolatow Puccinia graminis podczas wykonywania
ocen nasilenia wystgpowania objawow rdzy zdzbtowej pobierano probki zdzbet, na ktore
sktadaty si¢ fragmenty zdZzbet ros$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 nasilenia
wystepowania rdzy zdzbtowej, podczas obserwacji prowadzonych na zrdéznicowanych
genotypach zboz. Probek takich nie pobrano z pdl produkcyjnych pszenicy i pszenzyta
poniewaz nie stwierdzono na nich wystegpowania objawow rdzy zdzblowe;.
Kilkunastocentymetrowe fragmenty zdzbet badanych zbdz z objawami chorobowymi
wywolanymi przez P.graminis, tj. zdzblami z urediniami i uredosporami zostaty
umieszczone w papierowych, a po wyschnigciu foliowych torebkach. W laboratorium zdzbta
z objawami chorobowymi byty potwierdzane pod katem przynaleznosci gatunkowej
zebranych izolatéw, a nastepnie ich zarodniki zostaly przeniesione do probdéwek typu
Eppendorf i umieszczone w zamrazarce w temperaturze -75°C. Tak zabezpieczone probki
przechowywane sg do nastepnych etapow badan.

Wyniki

W trakcie prowadzonych badan pozyskano 72 probek zdzbet z objawami rdzy zdzbtowe;,
glownie byly to probki pobrane z pszenicy ozimej. Sposrdd nich przeprowadzono selekcje
i wybrano 40 do dalszych analiz. Pierwszym etapem byta wstepna identyfikacja gatunkowa
przy uzyciu mikroskopu lub binokularu w celu upewnienia si¢ czy zebrany materiat badawczy
stanowi P. graminis. Do kolejnych analiz izolaty zostaly namnozone na mtodych siewkach
odmiany wykazujacej wysoka podatnos¢ na rdze zdzbtowa. Propagacja uredospor zostata
przeprowadzona w komorze wilgotno$ciowej, w ktorej zostaly umieszczone siewki po
zainfekowaniu zarodnikami uzyskanymi z fragmentow pobranych wczes$niej roslin
z objawami chorobowymi. W celu stworzenia warunkow sprzyjajacych rozwojowi infekcji
rosliny po kilkunastu godzinach zostaty umieszczone w fitotronie na 21 dni w temperaturze
20-21°C, w uktadzie 16 godzin $§wiatta i 8 godzin ciemnosci.

3.3. Temat badawczy 3
Badania zr6znicowania populacji Puccinia graminis
Cel tematu badawczego 3
Celem tematu byto okreslenie stopnia zr6znicowania genetycznego populacji Puccinia
graminis.
Materialy i metody

W badaniach wykorzystano izolaty P. graminis zgromadzone w kolekcji, pozyskane
w 2022 i 2023 r. W pierwszym etapie przeprowadzono identyfikacje w celu potwierdzenia
przynaleznosci do P. graminis za pomoca mikroskopu (White i in. 1990, Abbasi i in. 2005).

- Weryfikacja zr6znicowania genetycznego izolatow Puccinia graminis
Analizy molekularne



Zostaly podjete proby przeprowadzenia analiz molekularnych 40 probek 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) i LSU (large subunit) oraz okreslenie jego
zréznicowania genetycznego na podstawie analizy porownawczej badanych probek oraz
sekwencji zdeponowanych w GenBank NCBI. W celu wyjasnienia watpliwosci powstatych
w trakcie analiz rDNA, obecnos¢ P. graminis w probach dodatkowo zweryfikowano w reakcji
specyficznej real-time PCR.

Izolacja i przygotowanie DNA do analiz

Materiat badawczy stanowily zewngtrzne warstwy zdzbel pszenicy ozimej 1 zyta
ozimego, na ktorych stwierdzono objawy chorobowe sugerujace infekcje grzybem
P. graminis. Materiat ro$linny, ~zliofilizowany w urzadzeniu CoolSafe, pocieto
1 homogenizowano na proszek przy pomocy stalowych kulek w mtynie kulowym. DNA
ekstrahowano przy uzyciu zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity, zmierzono
fluorymetrycznie i rozcienczono w ddH-O do stezenia ng xul™ do dalszych analiz.

Reakcje PCR

Reakcje PCR majace na celu amplifikacje regionow ITS 1 LSU przeprowadzono
w objetosci 37,5 ul zawierajacej odczynniki PCR Mix Plus, DNA poszczegdlnych probek
oraz startery, odpowiednio ITS5-u/ITS4-u oraz LRust1R/LR6 (Beenken i in. 2012, White i in.
1990). Wykorzystano do tego celu urzadzenie Eppendorf EP Mastercycler i zastosowano
nastepujacy protokdt reakcyjny: denaturacja wstepna w 95°C przez 5 min; 40 cykli: 95°C
przez 1 min, 53°C (ITS) lub 56°C (LSU) przez 50 sek, 72°C przez 50 sek (ITS) lub 80 sek
(LSU); 1 koncowe wydtuzanie w 72°C przez 10 min.

Obecnos¢ produktow reakcji zwerytikowano po rozdziale elektroforetycznym w buforze
TBE, przeprowadzonym na 1,2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika SimplySafe
(EURX) nanoszac po 2 puL mieszaniny poreakcyjnej kazdej z probek. Produkty amplifikacji
zostaly oczyszczone i zsekwencjonowane przez Genomed. Sekwencjonowaniu poddano obie
nici. Do analizy otrzymanych sekwencji uzyto programu FinchTV 1.4. Analize ClustalW
przeprowadzono w MEGA1L1l. Do identyfikacji gatunkowej na podstawie sekwencji ITS
i LSU wykorzystano Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) w bazie. Do konstrukcji
dendrogramu bazujacego na sekwencjach LSU zastosowano metode maksymalnego
prawdopodobienstwa (Maximum Likelihood) i model Hasegawa-Kishino-Yano w programie
Megall Toolbar. Dendrogram sporzadzono w celu zwizualizowania zrdznicowania
genetycznego pomiedzy badanymi izolatami oraz izolatami z GenBank NCBI, w tym
badanymi w ramach niniejszego projektu w poprzednim roku.

Reakcje real time PCR

Analizy real time PCR majace na celu identyfikacj¢ obecnosci w badanych prébach
zdzbet z P. graminis przeprowadzono w aparacie LightCycler 480 Il w objgtosci 10 pL
zawierajacej: @) odczynniki RT HS-PCR Mix Probe bedace gotowa mieszaning do real time
Hot Start PCR przeznaczong do wuzycia z sondami znakowanymi barwnikami
fluorescencyjnymi, b) DNA poszczegolnych probek, startery 1TS1rustF10d/ITS1rustR3c,
specyficzng gatunkowo sonde¢ TagMan Pg FAM 1 i wodg.

- Badania patogenicznosci izolatow P. graminis

Badania dotyczace testowania patogenicznos$ci/wirulencji izolatow P. graminis
wykonano w warunkach kontrolowanych, na ro$linach pszenicy i pszenzyta, na odmianach,
ktére w 2021 roku cechowaly si¢ wysoka podatno$¢ na rdz¢ zdzblowa zaobserwowang
w trakcie prowadzenia obserwacji polowych, tj. prowadzono odpowiednio na odmianach
SY Dubaj (pszenica) oraz SU Tadeus (pszenzyto). Przebadano 40 izolatow P.graminis
pozyskanych w ramach tworzonej kolekcji.

Doswiadczenie zalozono w szklarni nalezacej do Wydzialu Rolnictwa i Biotechnologii
Politechniki Bydgoskiej. Ziarno zb6z wysiewano do podloza Klassman Substrate Select
znajdujacego si¢ w pojemnikach 30x40 cm po 25 ziaren pszenicy lub pszenzyta w czterech
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powtorzeniach na kombinacje. Kietkujace ziarniaki trzymano w temperaturze w 18-19°C bez
naswietlania, do momentu pojawienia si¢ pierwszych wschodéw. Po tym czasie wiaczano
lampy doswietlajace 1 ustawiano fotoperiod na 16 godzin dzien i 8 godzin noc, przy
temperaturze 18-19°C. Inokulacje roslin wybranymi izolatami P. graminis przeprowadzano
w fazie dwoch-trzech lisci. Przed procesem inokulacji aktywowano/pobudzano urediniospory
P. graminis, tak aby mogt zajs¢ proces infekcyjny. Inokulacje przeprowadzano poprzez
nanoszenie atomizerem na powierzchni¢ roslin zawiesiny zarodnikow P. graminis, wedtug
metodyki zaproponowanej przez Serensen i in. (2017). Nastgpnie rosliny okrywano
foliowymi kapturkami na okres 48 godzin, przy wyltaczonym dos$wietlaniu i temperaturze 20—
21°C. Po uplywie 48 godzin foliowe okrywy zdejmowano i wiaczano lampy na uprzednio
wspomniany fotoperiod 16/8 godz., temperatura 20-21°C.

Po uptywie 2 tygodni od inokulacji dokonano oceny nasilenia objawow chorobowych,
uzwgledniajgc powierzchni¢ liSci z objawami chorobowymi. Nastepnie nadziemng czgsé
rosliny pobierano 1 zabezpieczano do dalszych analiz.

Wyniki
- Weryfikacja zroznicowania genetycznego izolatow Puccinia graminis

Makroskopowa ocena porazenia zdzbet sugerowala obecno$¢ Puccinia graminis.
W niektorych probach roslin, na pochwach lisciowych, dodatkowo byly widoczne §ladowe
objawy wskazujagce na prawdopodobng infekcje innymi gatunkami Puccinia. Startery
uniwersalne, pozwalajace na amplifikacje regionéw ITS oraz LSU zastosowane w analizach
molekularnych byty zawgzone pod wzgledem specyficznosci do amplifikacji regionow DNA
grzybéw rdzawnikowych. Zatem, jezeli w prdbce, oprocz bedacej przedmiotem analiz
P. graminis, znajdowaty sie nawet niewielkie domieszki/ zanieczyszczenia DNA innej rdzy,
co uniemozliwito jednoznaczny odczyt wyniku z sekwenatora.

Whnioskujac na podstawie obrazow zeli agarozowych bedacych wynikiem elektroforezy
przeprowadzonej w celu weryfikacji skuteczno$ci amplifikacji i jakosci produktow PCR oraz
na podstawie uzyskanych wynikow sekwencjonowan, produkty LSU mialy o wiele wigksze
stezenie oraz nie byly czesciowo zdegradowane tak, jak miato to miejsce w przypadku nici
niektorych prob  sekwencjonowanych ze starterami ITS, pomimo zastosowania
zroznicowanych protokoldéw, zarowno izolacji DNA, jak i reakcji PCR, majacych na celu
wyeliminowanie tych niedoskonatosci. W zwigzku z tym, jednoznaczna identyfikacja
P. graminis w niektorych probkach mozliwa byta jedynie dzieki analizie regionow LSU.

Chromatogramy ITS w wielu przypadkach byly trudne do interpretacji, a w niektorych
w ogole nie nadawaty si¢ do odczytu. Widocznych byto kilka naktadajacych si¢ produktow,
co sugeruje niejednorodna matryc¢ DNA. Jedynie w przypadku czterech prob fragmenty
sekwencji ITS wskazaly na obecno$¢ w nich DNA P.graminis. Chromatogramy LSU
w wigkszosci przypadkéw pozwalaly na odczyt sekwencji. Wskazywaly jednak na inny
gatunek rdzy niz P. graminis, np. na P. triticina. Sekwencje LSU charakterystyczne dla
P. graminis uzyskano w przypadku pigciu prob zyta i trzech pszenicy. Zdeponowano je
w GenBank NCBI i porownano z sekwencjami P. graminis dostgpnymi w GenBank.

Osiem uzyskanych w niniejszych analizach sekwencji LSU P. graminis nie roznito si¢
migdzy soba. Wykazywaly 100% podobienstwa do sekwencji o numerach akcesyjnych
KM249852, MT965559 i HQ412648, pochodzacych odpowiednio z Australii, Wegier
1 Omanu oraz na analogicznym odcinku do dluzszych sekwencji KY798389, KY764124,
KY798400, K952782, MT965648, MKO952783 z rdéznych regiondw $wiata. Byly takze
identyczne z pigcioma polskimi sekwencjami P.graminis pochodzacymi z pszenicy
(OP926044, OP926046, OP926902, OP926904 i OP926906) i dwoma z zyta (OP926907
i OP926909) zdeponowanymi przez nas w ubieglym roku, a od dwoch z pszenicy (OP926045
i OP926903) roznity si¢ pojedynczymi nukleotydami.

Zalezno$ci pomiedzy osmioma sekwencjami LSU P.graminis, a sekwencjami
dostgpnymi w GenBank NCBI przedstawiono graficznie na dendrogramie. Widoczna jest
odrebnos¢ wyzej wymienionych dwoch polskich sekwencji OP926045 i OP926903 od
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pozostalych. Badane osiem sekwencji oraz wyzej wymienione zostaly pogrupowane
w jednym Kkladzie wraz sekwencjami AF522177 1 MT965637. Odrebnos¢ tych sekwencji
zwigzana jest ze zrdznicowaniem dotyczacym odpowiednio jednego i dwoch nukleotydow
(w tym zdegenerowanych). Sekwencja KY798370 zostata pogrupowana oddzielnie. R6znita
si¢ od pozostatych 4 nukleotydami. Analiza sekwencji LSU wykazata zatem niewielkie
zrdznicowanie pomigdzy badanymi izolatami, a izolatami zdeponowanymi w GenBank.

Analizy real-time PCR wskazaly na obecno$¢ P. graminis w 16 na 24 badane probki.
Identyfikacj¢ gatunkowa P. graminis potwierdzal odczyt fluorescencji emitowanej przez
barwnik sprzgzony z zastosowang w reakcji sondg molekularng.

- Badania patogenicznosci izolatow P. graminis

W trakcie badah obserwowano bardzo mate nasilenie objawdw chorobowych
powodowanych przez testowane izolaty P. graminis. Wigkszo$¢ izolatow nie powodowata
zadnych objawow chorobowych. Z tego tez wzgledu trudno jest jednoznacznie stwierdzié
0 wigkszym zréznicowaniu patogeniczno$ci badanych izolatow 1 wskaza¢ izolaty
najbardziej/najmniej wirulentne. Nieznacznie wigcej objawow chorobowych obserwowano po
wykonaniu inokulacji izolatami Pg659 i Pg670, a na roslinach pszenzyta — Pg670.

3.4. Temat badawczy 4

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

Cel tematu badawczego 4

Celem badan bylo oznaczenie zroznicowania genetycznego wyselekcjonowanych
genotypow roslin, wskazanie najlepszego systemu markerowego do identyfikacji zmiennosci
pomiedzy genotypami badanych gatunkéw oraz wskazanie potencjalnych genetycznych

markerow odporno$ci wspomagajgcych hodowle oparta na markerach (marker-assisted
breeding, MAS).

Materialy i metody

W 2023 roku dla 10 genotypow pszenicy i 10 genotypow pszenzyta przeprowadzono
analizy dotyczace molekularnych markeréw odpornosci. Ze wzgledu na brak genotypow
mogacych stanowi¢ linie kontrolne w badaniach nie zastosowano obiektow kontrolnych, do
ktorych mozna by odnosi¢ uzyskane wyniki badan. Takze 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.

a) Charakterystyka zr6znicowania genetycznego badanych genotypdw pszenicy i pszenzyta

Badanie zroznicowania 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 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 roslin. Lacznie wyizolowano DNA ze 140 ros$lin (70 roslin dla
kazdego gatunku). Genomowe DNA wyizolowano przy uzyciu zestawu kolumnowego
Genomic Mini AX Plant Spin. DNA matrycowe zawieszono w buforze TE i przechowywano
w temperaturze -80°C w zamrazarce U101-86 Eppendorf, natomiast roztwory robocze
o stezeniu 20 ng DNA-uL™ sporzadzono na bazie 10 mM TRIS, pH 8,0. SteZenie i czystosé
genomowego DNA oznaczano za pomoca spektrofotometru NanoPhotometer serii NP80.



Sposrod tacznie 30 starterow dla systemoé6w markeréw RAPD, ISSR i SCoT wybrano 15
starterow (po pie¢ dla kazdego systemu markerowego) dajacych powtarzalne prazki na bazie
DNA wyekstrahowanego z ro$lin pszenicy i pszenzyta. Amplifikacj¢ DNA przeprowadzono
w C1000 Thermal Touch Cycler (BioRad, Hercules, CA, USA), w nast¢pujacych warunkach:

e RAPD: 4 min w 94°C wstegpna denaturacja DNA; nastepnie 35 cykli:1 min w 94°C
denaturacja, 1 min w 36°C hybrydyzacja i 2 min w 72°C elongacja DNA, po ostatnim
cyklu koncowe wydtuzanie 4 min w 72°C,

e ISSR: 4 min w 94°C wste¢pna denaturacja DNA; nastepnie 45 cykli: 1 min w 94°C
denaturacja, 1 min w 53°C hybrydyzacja starteréw i 2 min w 72°C elongacja DNA, po
ostatnim cyklu nastepowat etap koncowego wydtuzania 4 min w 72°C,

e SCoT: 4 min w 94°C wstepna denaturacja DNA; nastepnie 35 cykli: 1 min w 94°C
denaturacja, 1 min w 50°C hybrydyzacja i 2 min w 72°C elongacja DNA, po ostatnim
cyklu nastepowat etap koncowego wydtuzania 10 min w 72°C.

Amplifikowane fragmenty DNA rozdzielono na 1,5% (w/v) zelu agarozowym (Agaroza

LE, Blirt, Warszawa, Polska), w buforze TBE przy napigciu 110 V przez 90 min. Detekcje
prazkéw uzyskano dzigki barwieniu zelu bromkiem etydyny. Wizualizacje produktéw PCR
przeprowadzono w $wietle UV za pomocg GelDoc System. Obrazy zelu rejestrowano
1 analizowano przy uzyciu oprogramowania GelAnalyzer 2010. Wielkos¢ fragmentow DNA
oszacowano przy uzyciu wzorca DNA o wielkosci 100-5000 pz. Wiarygodne, powtarzalne
loci rejestrowano przy uzyciu systemu binarnego, wskazujac obecnos$¢ lub brak prazkow
odpowiednio jako 1 i 0, na tej bazie utworzono macierze binarne stuzgce dalszej analizie.

Analize zmiennoSci genetycznej 1 charakterystyke zroznicowania genetycznego
przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania GenAlEx 6.5 oraz pakietu Statistica
13.3. Przeprowadzono analize wariancji molekularnej na bazie dystansu genetycznego
pomiedzy populacjami (AMOVA), a istotno$¢ wynikéw zweryfikowano przy p<0,001.

Na podstawie wspotczynnikow dystansu genetycznego Neia przeprowadzono analizg
skupien i wykreslono dendrogramy. Obliczono takze wspdlny dystans genetyczny Neia dla
analizy faczonej wszystkich systemow markerowych oraz przeprowadzono analiz¢ wariancji
oraz testowanie S$rednich dystansow genetycznych metoda Tukeya przy p=0,05 dla
poszczegbdlnych genotypow. Przeprowadzono analize¢ zréznicowania pomig¢dzy genotypami
w obrebie danego gatunku z wykorzystaniem metody analizy wielowymiarowej (PCoA) na
podstawie matrycy binarnej i obliczonych euklidesowych odlegtosci dystansu genetycznego.
Obliczono stopien polimorfizmu wewnatrz genotypéw (wyrazony jako udziat procentowy
loci polimorficznych) oraz poziom heterozygotyczno$ci (w zakresie -1 do 1) (Nei 1978).

b) Poszukiwanie markeréw odpornosci na Puccinia graminis Pers. u wybranych genotypow
pszenicy i1 pszenzyta.

Z bazy internetowe] maswheat.ucdavic.edu wybrano 10 markerow gendéw odpornosci.
Markery zostaly wybrane 2z bazy genéw markerowych odpornosci na rdzg:
https://maswheat.ucdavis.edu/protocols. Dodatkowo ich potencjalng przydatno$¢ sprawdzono
w bazie efektywnosci genow markerowych
https://www.fao.org/agriculture/crops/rust/stem/stem-
pathotypetracker/stemeffectivesrgenes/fr/#c68998.

Geny markerowe wybrane do badan charakteryzuja si¢ tatwa identyfikacja produktéw
amplifikacji po klasycznej reakcji PCR 1 elektroforezie poziomej na zelu agarozowym,
co czyni je szczegdlnie przydatnymi do zastosowania w praktyce hodowlane;.

Przeprowadzono reakcj¢ PCR z wykorzystaniem starterow flankujacych wybrany gen
odpornosci. Przebadano po trzy rosliny reprezentujace kazdy genotyp pod katem obecnosci
markeréw odpornosci.

Parametry reakcji PCR zostaly dobrane na podstawie protokotéw dla poszczegélnych
markerow dostepnych w bazie MasWheat https://maswheat.ucdavis.edu/protocols. Produkty
reakcji rozdzielano elektroforetycznie w zelu agarozowym oraz wizualizowano, zgodnie
z procedurg opisang powyzej. Wielkos¢ produktow oznaczano z wykorzystaniem programu
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komputerowego GelAnalyzer 10.0. Wyniki amplifikacji poréwnywano z oczekiwanymi
produktami wskazanymi protokotach w bazie markerow odpornosci maswheat.ucdavic.edu.
Oznaczano czestotliwos¢ wystgpowania danego markera odpornosci wsrdéd badanych
genotypow oraz tgczng liczbe markerow w kazdym genotypie.

Wyniki
a) Charakterystyka zréznicowania genetycznego badanych genotypow pszenicy i pszenzyta

Pszenica

Analiza produktow PCR uzyskanych po amplifikacji z testowanymi starterami trzech
systemow markerowych RAPD, ISSR oraz SCoT pozwolita na wskazanie tacznie 121 loci,
kazdy starter srednio generowat 8 loci.

Liczba loci generowanych przez poszczegdlne systemy markerowe wynosila
odpowiednio 37 dla RAPD, 36 dla ISSR oraz 48 dla SCoT. Informatywno$¢ poszczegolnych
systemow markerowych byla rozna: najwyzszy S$redni stopien polimorfizmu wyrazony
udzialem procentowym loci polimorficznych (czyli faktycznie rdznicujacych rosliny
w obrebie genotypoéw) uzyskano po amplifikacji ze starterami SCoT. Sredni poziom
polimorfizmu dla systemu ISSR wynosit zaledwie 0,83%, polimorficzne amplikony byty
obecne jedynie w jednym genotypie NAD 20484. Amplifikacja ze starterami RAPD
wygenerowata Srednio 1,89% loci polimorficznych. Wspdlna analiza matrycy binarnej
uzyskanych loci z trzech systemow markerowych pozwolita na obliczenie ogdlnego $redniego
poziomu polimorfizmu pomiedzy roslinami reprezentujacymi dany genotyp na poziomie
5,04%. W Genotypie 10 nie stwierdzono a loci polimorficznych w zadnym z systeméw
markerowych, co $wiadczy o wysokim stopniu homozygotycznosci 1 wyrdOwnaniu
genetycznym osobnikéw reprezentujacych ten genotyp 1 ma swoje odzwierciedlenie
w zerowej warto$ci heterozygotycznos$ci. System markerowy ISSR wygenerowat u badanych
genotypOw pszenicy najmniej loci polimorficznych, natomiast najwiecej loci polimorficznych
obserwowano wsrod amplikonéw wygenerowanych za pomocg systemu SCoT.

Najwyzszy stopien zréznicowania genetycznego miedzy osobnikami jednego genotypu
stwierdzono w genotypie DL 746/20 po amplifikacji ze staterami SCoT: udziat loci
polimorficznych wynosit 33,33%. Warto$¢ heterozygotycznosci byla najwyzsza wsrod
wszystkich badanych genotypow dla genotypu POB 0823 1 wynosita 0,106 (zidentyfikowana
za pomocg markerow SCoT). W uwspolnionej analizie udziatu loci polimorficznych,
najwyzszy ich udziat stwierdzono u genotypow: DL 746/20 oraz Mandaryna oraz POB 0823.

Analiza zmienno$ci molekularnej (AMOVA), zidentyfikowata zmienno$¢ wewnatrz
genotypoéw na poziomie 41% w analizie wspolnej dla wszystkich systeméw markerowych.
AMOVA wskazuje roéwniez na roéznice mi¢dzy badanymi genotypami pszenicy, zmiennos¢
miedzy genotypami oznaczono na poziomie 59% w analizie wspolnej dla trzech systemow
markerowych. Kazdy z wykorzystanych systemow markerow okazal si¢ efektywny
w segregowaniu badanych genotypow (®pr > 0). Wykorzystanie markeréw RAPD i SCoT
wykazato stosunkowo wysokie poziomy zmienno$ci wewnatrzpopulacyjnej (45% i 55%).

Analiza wielowymiarowa PCOA na podstawie amplikonow uzyskanych z systemow
RAPD 1 SCoT, pozwolita na w skazanie grup genotypoéw o wysokim podobienstwie
genetycznym: AND-20610, POB 0823, DL 746/20 i Genotyp10 na bazie RAPD oraz NAD
20484, AND-20610, Genotypl0 i C20 739-5 na bazie SCoT. Wyrazng odrebnosScia
charakteryzowaty si¢ genotypy Mandaryna oraz NAD20708. W tym roku badan
w segregowaniu badanych genotypdw pszenicy zaden z systemow markerowych nie okazat
si¢ w peilni skuteczny, a takze w analizie wspdlnej nie bylo mozliwe jednoznaczne
odrdznienie wszystkich genotypow. Ze wzgledu na zbyt mata zmienno§¢ wykazang miedzy
populacjami genotypdéw pszenicy za pomoca systemu markerowego ISSR, nie bylo mozliwe
przeprowadzenie wielowymiarowej analizy skupien i stworzenie wykresu PCoA na podstawie
analizy $redniego binarnego dystansu genetycznego mi¢dzy populacjami.

Wspotczynniki  dystansu genetycznego Neia pozwolity na wykres$lenie trzech
dendrograméw prezentujacych skupienia genotypéw podobnych. Wartosci dystansu
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genetycznego dla analizy przeprowadzonej na bazie markeréw RAPD byla najnizsza,
najwyzszy wspotczynnik dystansu Neia wynoszacy 0,038 stwierdzono tu miedzy genotypami
NAD 20708 i NAD 20484. W systemie ISSR i SCoT najwyzszy wspotczynnik wynosit 0,087
1 ta warto§¢ powtarzata si¢ dla kilku genotypow. Jednoczesnie najwiecej zerowych wartosci
dystansu czyli identyczno$¢ genotypoéw stwierdzono w potowie pordwnywanych par
genotypdéw w analizie markerow ISSR. W systemie SCoT stwierdzono 13,6% identycznych
par, a w systemie RAPD tylko 9% par z zerowym dystansem genetycznym. Wspo6lny $redni
wspotczynnik dystansu genetycznego oscylowal pomigdzy wartosciami 0,2 dla AND 20610
i Genotypu 10, a 0,42 dla KBP 22.29 i wartosci te nie roznity si¢ migdzy soba.

Pszenzyto

Badane genotypy pszenzyta wykazaty si¢ bardzo wysokim podobienstwem genetycznym
oraz wewnatrzpopulacyjng stabilno$cia, co wyrazato si¢ we wszystkich przeprowadzonych
analizach polimorfizmu. Loci polimorficzne zostaly zidentyfikowane w kazdym systemie
markerowym, ale tylko u trzech genotypow tacznie: DL 591/20, DL 598/20 oraz DWLL 17,
co oznacza, ze w pozostatych genotypach nie stwierdzono zadnych roznic genetycznych
pomiedzy reprezentujagcymi je osobnikami. Najwyzsza warto$¢ heterozygotycznosci
stwierdzono w populacji roslin nalezacych do genotypu DL 598/20 za pomoca detekcji
markerami  SCoT. Siedem sposrod 10 genotypow charakteryzowata catkowita
homozygotyczno$s¢ — pomiedzy osobnikami nalezagcymi do populacji danego genotypu nie
bylo roznic. Analiza zmiennosci molekularnej AMOVA dala niejednoznaczne wyniki -
wysoka efektywno$¢ zastosowanych systemow markerowych RAPD i1 ISSR w segregacji
poszczegblnych genotypow, wskazujac wysoki udziat zmiennosci pomiedzy genotypami oraz
wskazujac jako jedyne zrodio zmiennosci zmienno$¢ wewnagtrzpopulacyjng dla markerow
SCoT. W analizie polimorfizmu za pomocg markeréw SCoT zmienno$¢ stwierdzona byta
tylko u jednej rosliny genotypu DL 598/20, pozostate wzory amplikonéw byty identyczne
u wszystkich osobnikéw 1 wszystkich genotypow, co s$wiadczy o wysokim stopniu
homozygotycznosci oraz bardzo duzym podobienstwie genetycznym badanych roslin.
Wysokie wspoétczynniki podobienstwa genetycznego pomigdzy roslinami widoczne s3
rowniez w analizie PCoA - za pomocg markerow RAPD zostaly wskazane trzy
monomorficzne grupy.

Wigksza efektywnos$¢ segregacji genotypow 1 roslin uzyskano za pomoca markerow
ISSR, przy czym takze wyrdznia si¢ odlegltos¢ genetyczna DL 598/20 od pozostatych
genotypow. Ze wzgledu na zbyt malg zmiennos$¢ wykazang migdzy populacjami genotypow
pszenzyta za pomocg systemu markerowego SCoT, nie bylo mozliwe przeprowadzenie
wielowymiarowej analizy skupien i stworzenie wykresu PCoA. Najwicksza efektywnos¢
w rozdzielaniu genotypoéw, a zatem w detekcji zmienno$ci u pszenzyta uzyskano dzigki
markerom ISSR, markery SCoT wyrdznity tylko grupe DL 598/20.

Wartosci uwspolnionych wspdlczynnikéw dystansu genetycznego Neia wahajg sie
pomiedzy warto$cig zerowa miedzy genotypami DS.3531/20 a DWLL 19 oraz DD 591/20
a DWLL 20, a najwyzsza warto$cig wynoszaca 0,065 dla czterech par z genotypem DL
598/20. Genotyp DL 598/20 charakteryzowal si¢ istotnie wyzszym S$rednim dystansem
genetycznym niz pozostate genotypy z wyjatkiem DL 652/20.

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

W wyniku reakcji taficuchowej polimerazy z wybranymi starterami identyfikujacymi
geny odpornos$ci na rdz¢ zdZblowa w genomowym DNA badanych roslin stwierdzono réznice
w wystepowaniu poszczegdlnych markerow odpornosci u rdznych genotypéw pszenicy
i pszenzyta. Stwierdzono obecno$¢ markerdw odpornosci we wszystkich badanych
genotypach obu gatunkow zbdz, ale ich liczba byta zréznicowana w zalezno$ci od gatunku
i odmiany lub linii. U szes$ciu genotypow pszenicy stwierdzono obecnos¢ czterech markerow
odpornosci: AND-20610, C20 739-5, Mandaryna, KBP 22.29, Genotyp10, NAD 20484.
Markery odpornosci genéw Sr32 i Sr49 byly obecne we wszystkich badanych genotypach
pszenicy, natomiast u pszenzyta we wszystkich genotypach wystepowat jedynie marker genu
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Sr32. Jesli stwierdzono obecno$¢ genéw markerowych u danej odmiany, to wystepowaty one
u wszystkich badanych osobnikéw danego genotypu z wyjatkiem markera genu Sr28, ktory
u pszenicy odmiany Mandaryna nie wystgpowat u 1/3 badanych osobnikéw. Popularny
marker genu odpornosci Sr22 WMC633 nie zostat stwierdzony u zadnego genotypu pszenicy
ani pszenzyta. Marker genu odpornosci Sr24 w postaci pragzka o dlugosci 500bp
zidentyfikowany zostat u dwoéch genotypdéw pszenicy 1 u zadnego genotypu pszenzyta.
Markery gendow odpornosci Sr35, Sr39 i Sr45 i Sr57 nie zostaly stwierdzone
u zadnego badanego genotypu obu gatunkéw. Marker genu Sr28 wystepowat jedynie
w uktadzie heterozygotycznym — prazek wskazujacy na odpornos¢ wystepowal jednoczesnie
z prazkiem wskazujacy na wrazliwo$¢ na rdz¢ zdzblowa. Marker genu Sr56 sun320
wystepowat u dziewigciu genotypow pszenicy z wyjatkiem POB 0823, natomiast w genotypie
pszenicy NAD 20484 nie wystepowal u wszystkich badanych osobnikow. Prazek
charakterystyczny dla genotypdéw odpornych na rdze¢ zdzbtowa byt amplifikowany tylko
w dwoch genotypach pszenzyta: DL 598/20 i DWLL 22. Marker genu Sr49 w postaci prazka
o dtugosci 200bp obecny byt we wszystkich badanych genotypach pszenicy i1 pszenzyta,
jednakze wynik ten jest niejednoznaczny, poniewaz w towarzystwie markera sSun479
wystepowaty niespecyficzne prazki, zmniejszajac ostros¢ odczytu. Marker odpornosci Sr49
moze mie¢ polimorficzny charakter, amplikony markera sun479 u australijskich 1 nordyckich
odmian pszenicy odpornych na rdze zdzbtowg miaty dtugos¢ od 150-200bp.

3.5. Temat badawczy 5

Wrazliwo$¢ genotypOw pszenicy i pszenzyta na Puccinia graminis

Cel tematu badawczego 5

Celem tematu badawczego jest scharakteryzowanie genotypOw pszenicy i1 pszenzyta
(odmian, rodow hodowlanych) pod katem wrazliwosci na rdze zdzblowg. Cel ten zostanie
osiggniety. Wytypowano odmiany o mniejszej wrazliwosci na porazenie, jednak nie udato si¢
wyodrebni¢ genotypow catkowicie odpornych na porazenie.

Materiaty i metody

Badania dotyczgce wrazliwosci genotypdéw zbdz prowadzono w warunkach polowych
i laboratoryjnych (laboratoryjne testy fizjologiczne zywiciel-patogen).

- Testy polowe

Obserwacje wystepowania rdzy zdzblowej przeprowadzono na do$wiadczeniach
nalezacych do Centralnego Os$rodka Badania Odmian Ro$lin Uprawnych (COBORU).
W  badaniach tych uwzgledniono Stacje Doswiadczalne Oceny Odmian, w ktorych
zaobserwowano najwiecej objawow rdzy zdzblowej. Obserwacje wrazliwosci genotypow
pszenicy i pszenzyta na Puccinia graminis prowadzono w miejscowosciach, w ktorych
nasilenie objawoéw byla wigksza, co mialo zapewni¢ lepsza selekcje genotypow. Ocena
porazenia przez P. graminis w uprawach pszenicy i pszenzyta wykonana zostata w lipcu, pod
koniec okresu wegetacji zboz.

W 2023 roku w badania wrazliwosci genotypow testowano réwniez w Rolniczym
Zaktadzie Doswiadczalnym w Minikowie, nalezacym do Politechniki Bydgoskiej, w ktorym
do$wiadczenia zostaty przeprowadzone na mikropoletkach. Dla zapewnienia odpowiedniej
presji patogena przygotowane zostaty doniczki z ros§linami pszenicy i pszenzyta z objawami
porazenia przez P.graminis stanowigcymi pierwotne zrodto infekcji. Wiosng doniczki
z ro$linami pszenicy i pszenzyta, wczesniej przygotowanymi w szklarni, umieszczone zostaly
na poletkach obsianych wrazliwymi odmianami. Inokulacja kolejnych ro$lin na poletkach
przebiega¢ miata samoistnie. Ponadto po kwitnieniu zb6z wykonano oprysk zarodnikami
P. graminis w celu zwigkszenia presji patogena. W doswiadczeniu tym potowa roslin
w stadium kloszenia zostaty skoszona do wysokosci 10-15 cm nad ziemig, co umozliwié
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mialo rozw6j dodatkowych (wtérnych) pedéw. Ocena porazenia przez P.graminis
w uprawach pszenicy i pszenzyta wykonana zostala w lipcu i na poczatku sierpnia.

- Testy laboratoryjne - testy fizjologiczne zywiciel-patogen

Testy fizjologiczne zywiciel-patogen prowadzone byly w warunkach szklarniowych.
Wrazliwo$¢ genotypéw na rdz¢ zdzbtowa oceniana byla na lisciach roslin pszenicy
i pszenzyta. Badaniami objete byly juz zarejestrowane odmiany pszenicy i pszenzyta oraz
rody i linie hodowlane, udostepnione przez hodowcow zbdz. W pierwszym etapie na mtodych
siewkach zb6z namnozono zarodniki wybranych izolatow P. graminis. W celu stworzenia
warunkéw  sprzyjajacych rozwojowi infekcji rosliny po inokulacji zostaly przykryte
na 48 godzin torebkami foliowymi. Rosliny takie uprawiano jeszcze przez 3 tygodnie
w temperaturze 21°C, w ukladzie 16 godzin $wiatta i 8 godzin ciemnosci. Po tym okresie
zostata okreslona wrazliwos$¢ poszczegolnych genotypdw zboz, na podstawie obserwowanych
zmian chorobowych stwierdzonych na lisciach.

Wyniki
- Testy polowe

W 2023 roku w warunkach polowych obserwowano bardzo mato objawow chorobowych
rdzy zdzblowej na pszenicy. Czesto byly to pojedyncze skupienia uredniniéow P. graminis.
Sposréd wszystkich stacji badawczych najwiecej objawow chorobowych rdzy zdzblowej na
pszenicy stwierdzono w SDOO w Zybiszowie i w SDOO w Ghubczycach, nastepnie w SDOO
w Pawlowicach. Z tego wzgledu wnioskowanie co do wrazliwosci genotypéw pszenicy na
P. graminis oparto gtownie na podstawie danych uzyskanych z tych miejscowosci. W SDOO
w Zybiszowie najwiecej objawoéw chorobowych rdzy zdzblowej obserwowano pszenicy
odmiany Arevus, a nastgpnie KWS Donovan 1 Bosporus.

W 2023 roku w warunkach polowych obserwowano bardzo mato objawow chorobowych
rdzy zdzbtowej zbdz 1 traw na roslinach pszenzyta. Sposréd wszystkich stacji badawczych
objetych obserwacjami najwigcej objawdw chorobowych rdzy zdzblowej na roslinach
pszenzyta odnotowano w ZDOO w Dukli, nastgpnic w SDOO w Wegrzcach oraz SDOO
w Stupi. W ZDOO w Dukli sposréd wszystkich analizowanych odmian pszenzyta najwiece]
objawow chorobowych stwierdzono na ro$linach odmiany SU Favonius, a nastepnie
Meloman oraz Lombardo i Panteon.

Na roslinach pszenicy uprawianych w RZD Minikowo na mikropoletkach réwniez
obserwowano bardzo mate nasilenie objawow chorobowych rdzy zdzbtowej. Pomimo
podjecia prob zwickszenia presji patogena, poprzez wystawienie wiosng roslin sztucznie
inokulowanych zarodnikami P. graminis wcze$niej przygotowanymi W szklarni, nie
przyczynito si¢ do znacznego wzrostu nasilenia objawdéw choroby na testowanych roslinach
pszenicy. Maksymalnie objawy rdzy zdzbtowej stwierdzono na 3% zdzbel, co odnotowano
dla genotypu AND 19569. Na trzech genotypach odnotowano po 2% porazonych zdzbel, a na
14 genotypach byto po 1,5% 1 mniej porazonych zdZbel. Na roslinach pszenzyta uprawianych
na mikropoletkach réwniez obserwowano bardzo mato objawow chorobowych rdzy
zdzblowej. Proby zwigkszenia presji patogena nie przyczynilo si¢ rowniez do wyraznego
wzrostu nasilenia objawoéw choroby na testowanych roslinach. Maksymalnie objawy rdzy
zdzbtowej stwierdzono na 2% zdZbet, co odnotowano na rodzie DL 379/19. W sumie objawy
chorobowe obserwowano tylko na 11 genotypach.

- Testy laboratoryjne - testy fizjologiczne zywiciel-patogen

W Dbadaniach szklarniowych na testowanych roslinach pszenicy, podobnie jak
w badaniach poletkowych, takze obserwowano mate nasilenie porazenie przez P. graminis.
Sposrod 80 analizowanych genotypow pszenicy objawy chorobowe rdzy zdzblowej zbdz
I traw stwierdzono tylko na 23 genotypach. Najwigcej byt ich na roslinach genotypow
oznaczonych jako AND_20398, DD 296/20 i Genotypl4. Nieco mniej objawow
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chorobowych stwierdzono na roslinach genotypow NAD 20335 i Genotyp2. Ze wzgledu na
bardzo mate nasilenie objawow chorobowych rdzy nie mozna jednak jednoznacznie wskazaé
genotypow odpornych lub tez mato wrazliwych na porazenie przez P. graminis. W tescie
szklarniowym, sposréd 40 testowanych genotypoéw pszenzyta objawy chorobowe rdzy
zdzbtowej obserwowano tylko na 11 genotypach. Najwigcej byt ich na roslinach genotypow
DL 652/20, DWLL 17 i SU Liborius. Ze wzgledu na bardzo male nasilenie objawow
chorobowych rdzy nie mozna jednak jednoznacznie wskaza¢ genotypow odpornych lub tez
mato wrazliwych na porazenie przez P. graminis.

3.6. Temat badawczy 6

Poszukiwanie markerow metabolicznych wptywajacych 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 obecnosci i aktywnosci markerow
molekularnych.

Materialy i metody

Prowadzono poszukiwania metabolicznych 1 enzymatycznych markerow, ktére moga by¢
odpowiedzialne za cechy odpornosci roslin na badanego patogena. Badania te
przeprowadzono dla 10 genotypoéw pszenicy (AND-20610, C20 739-5, DL 746/20, Genotypl,
Genotyp10, KBP 22.29, Mandaryna, MIB 1412, NAD 20708, POB 0823) i 10 genotypow
pszenzyta (DC 16236, DD 591/20, DL 598/20, DL 652/20, DS.3531/20, DWLL 17, DWLL
19, DWLL 20, DWLL 22, DWLL 24). Rosliny do badan uprawiano w komorze wzrostowe;.
Inokulacje przeprowadzano w fazie dwoch-trzech lisci, poprzez nanoszenie zawiesiny
atomizerem na powierzchnie roslin (Serensen i in. 2017). Nadziemng czg$¢ rosliny pobierano
1 zabezpieczano do dalszych analiz poprzez zamrozenie w -75°C.

Pozyskiwanie markeréw odpornosci z tkanek genotypow ro$lin prowadzono
wieloetapowo w zaleznos$ci od kompleksu enzymatycznego (markery enzymatyczne) czy tez
grupy analitbw (markery nieenzymatyczne). Oznaczane jest m. in. aktywno$¢ enzymow
(biatek PR) oraz zawartos¢ wytypowanych zwigzkéw organicznych bioracych udziat
w odpowiedzi na infekcje P.graminis, tj. chitynazy, pB-1,3-glukanazy, zawarto$¢
reaktywnych form tlenu generowanych w czasie patogenezy, zawarto$¢ metabolitow
aktywnie biorgcych udzial w mechanizmach obronnych czy stan lignifikacji $ciany
komorkowej. Metody analityczne oparte bgda na spektrofotometrii, detekcji in vivo
i Chitynazy i B-1,3-Glukanazy (markery enzymatyczne CHI, p-GLU)

W celu wyekstrahowania markerow badanej grupy enzymatycznej wykorzystano
zaadaptowane metody Zhang i in. (2013) bedacej rozwinigciem metody wedlug Miller
(1959). Ekstrakcj¢ markerow wykonano poprzez homogenizacje. W celu okreslenia
aktywnosci enzymow chitynolitycznych wykorzystana zostata chityna koloidalna. Po
inkubacji w celu wybarwienia ekwiwalentow glukozy uwalnianych z koloidalnej chityny
wykorzystano reakcje z 1% kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS). W celu okreslenia
aktywnosci B-1,3-glukanaz zastosowano roztwor laminaryny. W celu okreslenia zawartosci
ekwiwalentow glukozy ponownie wykorzystano reakcj¢ z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym.

W celu analizy stopnia uwalniania wolnych cukrow (stanu zapotrzebowania
energetycznego tkanek) zastosowano zaadaptowana metod¢ Manes (2010) 1 Bacete 1 in.
(2017). W celu oznaczenia wolnych cukrow ekstrakty alkoholowe (95%) wybarwione zostaly
za pomocg reakcji z 5% fenolem oraz st¢zonym kwasem siarkowym. Zawarto$¢ cukréw
odczytana zostala z krzywej wzorcowej. Natomiast w celu oznaczenia skrobi w tkankach
ro$lin osad pochodzacy z etapu ekstrakcji alkoholowej wolnych cukréw poddany zostat
hydrolizie w celu rozbicia wigzan w zawartej w tkankach skrobi. Zawarto$¢ cukrow prostych
odczytana zostala na podstawie krzywej kalibracyjnej. Analiza zawartosci wolnych zwigzkow
fenolowych przeprowadzona zostala za pomoca zaadaptowanej metody Dragisi¢-Maksimovic

12



i Zivanovié (2012). Analiza zawartosci H»O, w tkankach przeprowadzona zostata
z wykorzystaniem zaadaptowanej metody Khakdan i in. (2016). W tym celu przeprowadzona
zostala ekstrakcja H2O2 z wykorzystaniem 0,1% roztworu kwasu trichlorooctowego (TCA).
Analiza stopnia lignifikacji tkanek (LTGA) przeprowadzona zostala z wykorzystaniem
zaadaptowanej metody Lloyd i in. (2017). W tym celu tkanke wykorzystang do okreslenia
zawarto$ci wolnych zwiazkéw fenolowych poddano ptukaniu w stezonym alkoholu
metylowym i nastgpnie hydrolizie w celu uwolnienia pochodnych lignin.

Wyniki

Markery enzymatyczne
Aktywno$¢ chitynolityczna na podstawie aktywnosci chitynaz (CHI)

Przeprowadzono badania nad stopniem indukcji jak i aktywnoscig enzymdéw z grupy
chitynaz, ktéore mogg bra¢ bezposredni udzial w zwalczaniu patogendow z gatunku
P. graminis. Sposrod badanych genotypow pszenicy roslin najwiekszg aktywnoscia chitynaz
charakteryzowatl si¢ genotyp KBP 22.29. Kolejnymi genotypami byly NAD 20708 i DL
746/20. Wszystkie trzy genotypy charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoscig. Najmniejsza
aktywnos$cig chitynaz charakteryzowal si¢ genotyp Mandaryna. W przypadku pszenzyta
zaobserwowano dwa genotypy charakteryzujace si¢ najwyzszg aktywnoscig, tj. DL 598/20
oraz DWLL 24. Jako najmniej aktywne zaklasyfikowano DWLL20, DWLL 22 i DL 652/20.
Aktywno$¢ chitynolityczna na podstawie aktywnosci glukanaz (GLU)

Kolejnym markerem o dziataniu chitynolitycznym jaki badano w ramach prowadzonych
analiz byta aktywno$¢ enzymoéw z grupy P -1,3- glukanaz. Podobnie jak w przypadku
aktywnos$ci chitynolitycznej] na podstawie wystgpowania markera CHI, obserwowano
zblizone trendy wsrod badanych genotypow. Najwieksza aktywnoscig charakteryzowaty sig
Genotyp KBP 22.29, NAD 20708 oraz DL 746/20. Najnizsza aktywno$cig enzymu
charakteryzowat si¢ genotyp Mandaryna. W przypadku pszenzyta zaobserwowano wigksze
zroznicowanie 0raz zaobserwowano wielokrotnie wigkszg aktywnos$¢ kompleksu GLU niz
w przypadku pszenicy. Jako genotyp o najwigkszej aktywnosci zaklasyfikowano DD 591/20.
Kolejnym genotypem o zauwazalnie wysokiej aktywnosci markera GLU byt DWLL 20. Jako
najmniej aktywne mozna okresli¢ DS. 3531/20 oraz DL 652/20.

Markery metaboliczne
Zawartos¢ wolnych zwigzkow fenolowych

W przypadku ro$lin pszenicy obserwowano male zrdznicowanie co do zawartosci
badanych metabolitow ws$rod wszystkich badanych genotypach roslin. Najwigksza
zawartos$cig charakteryzowat si¢ DL 746/20. Kolejnymi genotypami charakteryzujagcymi si¢
wysoka zawarto$cig metabolitow byta AND-20610 oraz NAD 20708. Najnizszg zawarto$cia
metabolitow charakteryzowal si¢ genotyp Mandaryna. W przypadku genotypow pszenzyta
zaobserwowano dwa genotypy charakteryzujace si¢ wysoka zawarto$cig wolnych
metabolitow DD 591/20 oraz DWLL 20. Jako genotypy o najmniejszej zawartosci badanej
grupy metabolitow mozna zaliczy¢ DL 652/20 oraz DWLL 24.

Zawarto$¢ wolnych cukrow

Najwieksza zawarto$cig wolnych cukrow w tkankach roslin pszenicy charakteryzowaty
si¢ tkanki genotypu AND-20610. Kolejnymi genotypami byty Genotypl oraz DL 746/20.
Najmniejszg iloscig charakteryzowal si¢ POB 0823. W przypadku genotypdéw pszenzyta
analizy wykazaly dosy¢ duze zroznicowanie pod wzgledem badanej cechy. Dato sie¢
zaobserwowac dwa genotypy uwalniajace zauwazalnie wyzsza ilo$§¢ wolnych cukrow, tj: DS.
3531/20 i DL 598/20. Sposrdd genotypow pszenzyta zaobserwowano trzy O istotnie
mniejszej, tj. DL 652/20, DWLL 22 i DWLL 17.

Zawarto$¢ pochodnych lignin (LTGA)

Wsrod roslin pszenicy genotypem o najsilniejszym stopniu lignifikacji nalezat Genotypl.
Nastepnie rownie wysokim stopniem lignifikacji charakteryzowaty si¢ KBP 22.29
I Mandaryna. Jako genotyp o najmniejszym stopniu lignifikacji charakteryzowaly si¢ rosliny
genotypu AND-20610. W przypadku genotypow pszenzyta zaobserwowano jeden
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wyrozniajacy sie genotyp pod wzgledem zawartosci LTGA, tj. DWLL 24. Natomiast jako
najmniej ulegajace lignifikacji okazaty si¢ tkanki roslin genotypu DWLL 17.
Zawartos¢ H202

Najwigkszg zawartoscig wolnego H202 w tkankach roslin pszenicy charakteryzowal si¢
genotyp Mandaryna. Kolejnymi bylty DL 746/20 oraz AND 20610, NADZ: 19796 oraz
Genotyp20. Najmniejsza zawartoscig charakteryzowat si¢ C20 739-5. W przypadku
genotypdw pszenzyta zaobserwowano trzy genotypy charakteryzujace si¢ wysoka zawartoscia
badanego rodnika, tj. DWLL 20, DD 591/20 i DWLL 24. Z kolei DL 652/20 charakteryzowat
si¢ istotnie najmniejszg zawartoscig rodnika.
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