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1. Wykaz skrotow

%E — (ang. effiency ) wydajnosé

x — krzyzowanie

w —mikro (10-6), przedrostek jednostki miary w uktadzie SI, oznaczajacy mnoznik 0,000 001 = 10
6 (jedna milionowa)

AFLP — (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism) polimorfizm dtugosci amplifikowanych
fragmentow

BBCH — (niem. Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie) — skala
pozwalajaca na identyfikacje fitofenologicznych faz roslin uprawnych

bp/pz — (ang. base pair) pary zasad

cDNA — (ang. complementary DNA) komplementarne DNA

CE — (ang. Crossing Efficiency) efektywno$¢ krzyzowania

COBORU — Centralny Osrodek Badan Odmian Roslin Uprawnych

cT — (ang. Threshold cycle) cykl progowy reakcji gPCR

CWR — (ang. Crop Wild Relatives) dzicy krewni roslin uprawnych

DAPI — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DNA — (ang. Deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — deoksynukleotydy

ETI — (ang. Effector-Triggered Immunity) odporno$¢ aktywowana przez efektor

F1 — (fac. filia = corka, filius = syn) pierwsze pokolenie potomne

FAO — (ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations) Organizacja Narodow
Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa

FISH — (ang. Fluorescent in situ Hybridization) fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

GISH — (ang. Genomic in situ Hybridization) genomowa hybrydyzacja in situ

HR — (ang. Hypersensitive Response) reakcja nadwrazliwosci

L. — skrét umieszczany przy naukowej nazwie taksonu, ktorego autorem jest Karol Linneusz

Lr — (ang. Leaf rust) gen odpornosci na rdzg¢ brunatng

PAMP — (ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns) wzorce molekularne zwigzane z
patogenami

PBS — 56l fizjologiczna buforowana fosforanami

PCR — (ang. Polymerase Chain Reaction) reakcja tancuchowa polimerazy

Pm — (ang. Powdery mildew) gen odpornosci na maczniaka prawdziwego

PR — (ang. Pathogenesis-related proteins) biatka zwigzane z patogeneza

gPCR — (ang. quantitative Polymerase Chain Reaction) ilo$ciowa reakcja tancuchowa polimerazy



R?— wspotczynnik determinacji

RFLP — (ang. Restriction Fragments Length Polymorphism) polimorfizm dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych

RNA — (ang. Ribonucleic acid) kwasy rybonukleinowe

RNAza - rybonukleaza

RNS — (ang. Reactive Nitrogen Species) reaktywne formy azotu

ROS — (ang. Reactive Oxygen Species) reaktywne formy tlenu

SAR - (ang. Systemic Acquired Resistance) nabyta odporno$¢ systemiczna

SDS - laurylosiarczan sodu

sp. — (tac. species) gatunek

Sr — (ang. Stem rust) gen odpornos$ci na rdz¢ zdzbtowa

SSC - bufor, cytrynian sodowo-solny

ssp. — (tac. subspecies) podgatunek

TLP — (ang. Thaumatin-like Proteins) biatka podobne do taumatyny

Tm— temperatura topnienia

Yr — (ang. Yellow rust) gen odpornosci na rdzg zotta



2. Streszczenie

Produkcja zb6z w Polsce jest jedng z najwazniejszych gatezi rolnictwa i ma kluczowe znaczenie
dla gospodarki zywnos$ciowej kraju. Na uprawe zboz w znacznym stopniu wplywaja: warunki
klimatyczne, postep hodowlany, wielko$¢ oraz struktura gospodarstwa, a takze poziom rozwoju
technologicznego. W produkcji krajowej zbo6z dominuje pszenica, poprzez duze znaczenie
w zywieniu ludzi i zwierzat oraz znacznego potencjatu plonowania. Patogeny roslinne stanowigc
gléwne ograniczenie w produkcji pszenicy zmniejszajg prognozowane zbiory na $wiecie $rednio
0 21% kazdego roku. Cztery gtéwne choroby: rdza brunatna, fuzarioza kloséw zboz, septorioza
paskowana lisci pszenicy, rdza z6tta — odpowiadaja za ponad polowg strat. Nagle i niespodziewane
pojawienie si¢ szkodliwych czynnikow moze doprowadzi¢ do epidemii prowadzacej do strat w
uprawach na duza skale. Srodki kontroli obejmuja pestycydy, kwarantanne i hodowle w kierunku
zmienno$ci genetycznej prowadzacej do zwigkszonej odpornosci oraz poprawy innych cech.
Odporno$¢ genetyczna moze zmniejszy¢ optymalng dawke stosowanego fungicydu wymagang do
uniknigcia rozprzestrzeniania si¢ choroby. Zdolno$¢ patogendéw do adaptacji 1 ewolucji wymaga
ciaglych poszukiwan i transferu nowych genéw odpornos$ci. Dzicy krewni roslin uprawnych moga
stanowi¢ zrodto zmienno$ci genéw Lr warunkujacych odpornos¢ na rdzg brunatng. Do tej pory
zidentyfikowano okoto 80 genéw Lr, z czego co najmniej potowa pochodzi od dzikich krewnych
pszenicy. Rosliny podczas infekcji patogenem aktywuja odpowiedZ odpornosci zaczynajac od
pojedynczych komorek, a konczac na zmianach widocznych na roélinie.

W niniejszej rozprawie doktorskiej celem byla piramidyzacja genéw odpornosci Lrl9, Lr24,
Lr26, Lr38 i Lr63 pochodzacych z pierwszo- i trzeciorzedowej puli genetycznej. Do okreslenia
obecnosci gendw odpornosci opracowano protokoly multipleks, dodatkowo obce segmenty
chromatyny identyfikowano przy uzyciu metody GISH. Brak sklonowanych genow Lr ogranicza
poznanie doktadnych mechanizméw odpornosci pszenicy na rdz¢ brunatng. W pracy analizowano
geny kodujace biatka PR, ktére podczas interakcji gen — patogen rozpoznajac czasteczki efektorowe
zwigkszaja swoja ekspresje bedac cze¢scig mechanizmu obronnego roslin. Ponadto przeprowadzono

analize krotkiego ramienia chromosomu 3A u diploidalnych gatunkéw pszenic.

Stowa kluczowe: pszenica, rdza brunatna, hodowla odpornosciowa, pula genowa, biatka PR



3. Streszczenie w jezyku angielskim

One of Poland's most significant agriculture sectors and an important part of the nation's food
economy is cereal production. The environment, breeding efficacy, farm size, and innovations in
technology each have significant effects on cereal production. Due to its substantial yield potential
and relevance in both human and animal nutrition, wheat dominates the production of cereals in the
country. Plant pathogens are a significant barrier to wheat production, with an average annual
reduction of 21% in expected worldwide yields. More than half of the losses are caused by the four
primary diseases: leaf rust, fusarium head blight, septoria tritici blotch, yellow rust. Harmful agents
can emerge out of nowhere and cause epidemics that result in significant crop losses. Pesticides,
quarantine, and breeding use genetic diversity that increases resistance and improves other traits are
examples of control strategies. Genetic resistance could reduce the ideal rate of fungicide application
needed to stop the spread of disease. The ability of pathogens to adapt and evolve requires a constant
search for and transfer of new resistance genes. Wild relatives of crop plants may represent a source
of variation in Lr genes determining resistance to leaf rust. To date, about 80 Lr genes have been
identified, at least half of which are derived from wild relatives of wheat. Plants initiate a resistance
response in reaction to pathogen infection, which begins with single cells and ends in changes that
are apparent on the plant.

In this doctoral dissertation, the aim was to pyramidise the resistance genes Lr19, Lr24, Lr26,
Lr38 and Lr63 from the primary and tertiary gene pools. Multiplex protocols were developed to
determine the presence of resistance genes; in addition, foreign chromatin segments were identified
using the GISH method. The lack of cloned Lr genes limits the knowledge of the mechanisms of
wheat resistance to leaf rust. In this study, we analysed genes encoding PR proteins that, during gene-
pathogen interactions by recognising effectors, increase their expression being part of the plant
defence mechanism. Additionally, a study was carried out to investigate the short arm of chromosome

3A in diploid wheat species.

Keywords: wheat, leaf rust, resistance breeding, gene pool, PR proteins



4. Wprowadzenie

4.1 Uprawa pszenicy

Ewolucja rolnicza majaca miejsce okoto 10 000 lat temu na obszarze Zyznego Potksiezyca,
aktualnych terenach Bliskiego Wschodu odegrata kluczowa role w rozwoju kultury rolniczej. Rozwdj
cywilizacji byt ksztattowany migdzy innymi poprzez selekcje cech roslin, ktore byty dostosowywane
do potrzeb cztowieka. W tym okresie pszenica (Triticum aestivum L.) stala si¢ jedng
z najwazniejszych roslin uprawnych na $wiecie. (Faris, 2014). Pszenica odgrywata istotng role
w Cesarstwie Rzymskim, ktore jest czesto opisywane jako imperium pszeniczne. W Chinach
Uwazana byla za jedng z pigciu $wietych roslin obok prosa, ryzu, jeczmienia i soi. Zmiany w
wykorzystaniu pszenicy w ciggu ostatnich dwodch tysigcleci wyraznie pokazuja, jak ludzie doskonalili
mielenie maki, w celu uzyskiwana rafinowanej biatej maki do produkcji pieczywa. Dziatania te
doprowadzilty do wzrostu znaczenia pszenicy w zywieniu cztowieka w pordéwnaniu z innymi
zbozami, takimi jak jeczmien i zyto. Jednak gléwng przewaga pszenicy nad innymi zbozami
uksztattowal popyt konsumentéw na biaty chleb, powodujac wzrost produkcji pszenicy w wielu
krajach zachodnich, a takze udoskonalenia jej pod katem genetycznym (Igrejas i Branlard, 2020).

Pszenica uprawiana jest w prawie wszystkich regionach $wiata. Swiatowa $rednia produkcja
pszenicy sigga 777 min ton na areale 219 min ha (rednia 2020-2022, FAOSTAT), co przektada si¢
na $redni plon ziarna wynoszacy 3,54 t/ha. Azja i Europa to obszary o najwigkszym udziale
w $wiatowej produkcji pszenicy (odpowiednio 43,9% i 34,5%, $rednia 2020-2022, FAOSTAT).
Sredni areat uprawy pszenicy na terytorium Polski w latach 2020 — 2022 wynio6st 2,4 min ha, $rednia

produkcja siggata 12,5 min ton, dajac $redni plon ziarna 5,21 ton na hektar (FAOSTAT).

4.2 Ewolucja pszenicy

Pszenica nie ma bezposredniego dzikiego heksaploidalnego przodka, powstala w wyniku
dwoch poliploidyzacji. Pierwsza hybrydyzacja zaszta migdzy diploidalng pszenicg bliskg Triticum
urartu (2n = 2x= 14; AA) a nieodkrytym gatunkiem spokrewnionym z Aegilops speltoides (BB)
tworzac Triticum turgidium ssp. diccocoides (2n = 4x = 28; AABB), nastgpna hybrydyzacja form
Triticum turgidum ssp. dicoccum (2n = 4x = 28; AABB) i Aegilops tauschii (2n = 2x= 14; DD)
doprowadzita do powstania heksaploidalnej pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) (2n = 6x =
42; AABBDD) (Rycina 1) (El Baidouri i in., 2017). Rozmiar genomu pszenicy szacowany jest na
~ 16 Gbp, z czego wickszo$¢ genomu stanowig retrotranspozony, ktore szacuje si¢ na ~ 85%

sekwencji powtarzalnych (Alonge i in., 2020).
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Rycina 1. Teoria pochodzenia pszenicy, na podstawie Vergauwen & De Smet (2017)

i

Przodek
(AA)

Blisko spokrewniony z
Aegilops speltoides
(BB)

Triticum monococcum Triticum urartu
ssp. aegilopoides (AA)
(AA)

&

~ 500 000 lat temu

Triticum turgidum
ssp. dicoccoides
(AABB)

~ 10 000 lat temu

£

Tr‘l;;wt:ln gz)’zﬁiﬁm Triticum turgidum
p- AR ssp. dicoccum
¢ (AABE) ~ 8000 lat temu

i

Aegilops tauschii
(DD)

Triticum turgidum Triticum aestivum
ssp. durum (AABBDD)

(AABB)

Pochodzenie pszenicy tetraploidalnej opisywane jest poprzez dwie hipotetyczne teorie: mono
1 polifiletyczng. Teoria monofiletyczna zaklada, Zze odmiany pszenicy tetraploidalne; (AABB)
pochodza od jednego przodka. Oznaczajac, ze jednorazowa hybrydyzacja miedzy diploidalnym
przodkiem (AA) a gatunkiem traw (BB) (np. Aegilops speltoides) data poczatek kolejnym formom
tetraploidalnej pszenicy. W wyniku tej teorii wszystkie wspodlczesne odmiany pszenicy
tetraploidalnej bylyby S$ci§le ze sobg spokrewnione i mialyby wspdlna genealogic. W teorii
polifiletycznej gléwnym zatozeniem jest, ze rozne odmiany pszenicy tetraploidalnej powstaty
w wyniku niezaleznych zdarzen hybrydyzacyjnych miedzy diploidalnym gatunkiem (AA) a r6znymi
populacjami traw z genomem BB (np. Aegilops z sekcji Sitopsis, genom S). Oznacza to, ze pszenica

tetraploidalna mogta powsta¢ kilkukrotne, w roéznych miejscach oraz ré6znym czasie. W teorii
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polifiletycznej rézne odmiany pszenicy tetraploidalnej moglyby mie¢ rozne pochodzenie i nie bylyby
ze soba $cisle spokrewnione, pomimo dzielagcego ich tego samego uktadu genomowego (AABB),
sugerowaloby to wigksza réznorodnos¢ w obrebie tych form pszenicy (Feldman i Levy, 2023;
Katamadze i in., 2023).

Obie te teorie byly przedmiotem intensywnych badan filogenetycznych, obejmujacych
analize sekwencji DNA, badania cytogenetyczne oraz analiz¢ rdéznorodnosci genetyczne;.
Wspotczesne badania sugeruja, ze pochodzenie monofiletyczne pszenicy tetraploidalnej jest bardziej
prawdopodobne, jednak pewne dowody wskazujg rowniez na mozliwos¢ wystepowania niezaleznych
zdarzen hybrydyzacyjnych. Mimo ze, teoria monofiletyczna jest bardziej akceptowana, nie mozna
catkowicie wykluczy¢ teorii polifiletycznej, mozliwe, ze oba procesy miaty miejsce, co by oznaczato,
ze rézne populacje pszenicy tetraploidalnej, moga mie¢ zréznicowane pochodzenie (Feldman i Levy,

2015, 2023; Katamadze i in., 2023).

4.2.1 Przodkowie pszenicy z genomem A

Wyrézniamy dwa dzikie gatunki diploidalne Triticum: T. boeticum (syn. T. monococcum
subsp. aegilopoides) (AAP) oraz T. urartu (AYAY). R6znia sie one morfologia roslin, a takze loci
markerowych. Diploidalna pszenica T. monococcum byta jedng z pierwszych udomowionych roslin
na obszarze Zyznego Potksiezyca. W trakcie udomawiana T. monococcum zostato podzielone przez
silne zr6znicowanie genetyczne na trzy rasy: ras¢ a, ras¢ [ oraz ras¢ y. Jednak tylko rasa B zostala
wykorzystana do dalszych upraw. Doktadnie udomowienie tej formy miato miejsce w gorach
Karacadag w potudniowo wschodniej Turcji. Diploidalna pszenica rozpowszechnita si¢ w kilku
miejscach pod nazwg einkorn (T. monococcum L. subsp. monococcum). Nazwa pochodzi od
»Einkorn” co oznacza ,,pojedyncze ziarno” 1 odnosi si¢ do wystepowania tylko jednego ziarna na
ktos. Jednakze nazwa ta czasami jest uzywana zarowno dla form dzikich (subs. aegilopoides), jak
i uprawnych (subsp. monococcum). We wczesnym neolicie zboze to bylto niezwykle wazne, jednak
obecnie jest réwniez szeroko uprawiane w zachodniej Turcji, na Batkanach, w Szwajcarii,
Niemczech, Hiszpani i na Kaukazie. Brandolini i in., (2006) okreslili w swoich badaniach
podobienstwo genetyczne miedzy genomami AP i AY metoda AFLP. Wyniki wykazaly, ze genom
T. urartu w poréwnaniu do T. boeticum, jest okoto 20% blizszy genomowi A pszenicy uprawnej
(T. aestivum) uznajac go za bezposrednio przodka genomu A (El Baidouri i in., 2017; Kilian i in.,
2007; Noweiska i in., 2022; Zaharieva & Monneveux, 2014).

Ustalenie dawcy genomu B jest bardziej ztozone. Tetraploidalny gatunek T. turgidum starszy

od pszenicy heksaploidalnej, ulegt wigkszemu zréznicowaniu pod katem biochemicznym,
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molekularnym, cech morfologicznych oraz typu cytoplazmy. Skutkiem czego jest trudniejsza
identyfikacja bezposrednio dawcy genomu B. Badania nad koniugacja chromosoméw
homologicznych podczas fazy mejozy, kariotypem, morfologiag roslin i rozmieszczeniem
geograficznym dzikich gatunkow zwigzanych z pszenicg 1 ich mieszancow z gatunkami pszenicy
zidentyfikowaly kozienca Aegilops speltoides Tauschi (2n = 2x = 14, genom SS) jako najblizszego
przodka genomu pszenicy B (Nawracata, i in. 2004). W swoich badaniach (W. Zhang i in., 2018)
potwierdzili, ze forma Ae. speltoides nie powinna by¢ uwazana za wylacznego dawce genomu B,
prawdopodobnie jest jednym z diploidalnych przodkéw zaangazowanych w pochodzenie genomu,
zgodnie z teorig pochodzenia polifiletycznego. Natomiast pochodzenie genomu D T. aestivum jest
potwierdzone m.in. analizami RFLP, gdzie zmienno$¢ genomu Ae. tauschii byta bardzo podobna do
genomu D odmiany referencyjnej Chinese Spring (Nawracata, i in. 2004).

Skomplikowana filogeneza, udomowienie, intensywna presja selekcyjna sg przyczyna
ograniczenia puli genowej pszenicy, zmniejszajagc poziom zmienno$ci genetycznej dostgpnej
w programach hodowlanych. Pojawiajace si¢ choroby oraz znaczace zmiany klimatyczne dodatkowo
wplywaja negatywnie na plony pszenicy. Niezbgdne jest zatem zwigkszanie roznorodnosci

genetycznej i poszukiwanie nowych zroédet genow odpornosci (W. Zhang i in., 2018).

4.3 Zagrozenia w uprawie pszenicy

Choroby roslin sg aktualnie gtéwng przyczyng strat w produkcji roslinnej. Patogeny roslinne
sa przyczyng redukcji plonow o 1/5. W wartosciach bezwzglednych straty te wynoszg rocznie ok.
210 mln ton ziarna, jest to ilo§¢ wystarczajaca do wypieku 290 mld bochenkéw chleba. Wiele
gléwnych choréb wystepuje w péznym okresie wegetacji. W walce tej nie tylko na szali stawiane jest
pozywienie, ale rowniez energia, zasoby 1 woda, ktore sa niezbedne do jej uprawy. Energia potrzebna
do uprawy 210 miliondw ton pszenicy, mogtaby zapewni¢ energi¢ elektryczng dla 40-390 miliondéw
gospodarstw domowych przez rok (Wulff i Krattinger, 2022). Patogeny roslinne stanowigc gtdéwne
ograniczenie w produkcji pszenicy, zmniejszaja prognozowane zbiory na $wiecie $rednio o 21%
kazdego roku. Cztery gtdéwne choroby: rdza brunatna, fuzarioza ktosow zbo6z, septorioza paskowana
lisci pszenicy, rdza z6tta — odpowiadajg za ponad potowe strat, za ponad 90% odpowiada reszta

chordb 1 szkodnikow.

4.3.1 Rdza brunatna

Rdza brunatna wywotywana przez patogen grzybowy Puccinia triticina Eriks jest jedna

z kluczowych choréb pszenicy, ktora moze powodowacé straty w plonach, si¢gajace nawet do 50%.
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Rozpowszechniona jest we wszystkich rejonach uprawy pszenicy, wystepuje corocznie w zmiennym
nasileniu. Rdza brunatna jest chorobg dwudomowa, jednak w warunkach Europy Srodkowej rozwija
si¢ z pomini¢ciem fazy zywiciela posredniego. Zimuje w postaci grzybni i urediniospor na oziminach,
samosiewach 1 réznych trawach tgkowych. Pierwsze objawy choroby wystepuja wczesng wiosng
w postaci pojedynczych urediniéw. W kolejnych miesigcach rozwijajg si¢ pod skorka liscia, w postaci
owalnych koloru jasnobrgzowego skupienia urediniospor. Uredinia mogg si¢ tworzy¢ roOwniez na
pochwach lisciowych, zdzbtach i ktosach. Gdy uredinie rozerwa epiderme¢ lisci, uredinospory sg
uwalniane. Zarodniki przenoszg si¢ tatwo z pradami powietrza, rowniez na duze odleglosci.
Zakazenie rosliny wystepuje w §wietle jak i1 ciemnos$ci, najbardziej optymalng temperaturg dla tego
procesu jest zakres pomigdzy 15-18°C, przy wzglednej wilgotnosci powietrza 100% (Aktar-Uz-
Zaman i in., 2017; K. Kumar i in., 2022; Prasad i in., 2020a).

Patogen Pt w przyrodzie charakteryzuje si¢ mnogg iloscig ras o zréznicowanym poziomie
zjadliwo$ci. Zwigzane jest to miedzy innymi z ewolucja patotypoéw, ktora pozwala rozwijaé
wirulencje przeciwko odmianom pszenic zawierajaCcych geny odporno$ci. Zarodniki mogg tatwo
rozprzestrzeniaé si¢ na tysigce kilometrow od poczatkowego miejsca infekcji, co prowadzi do
wystgpienia epidemii na skalg¢ kontynentu (Aktar-Uz-Zaman i in., 2017; Prasad i in., 2020a). Istnicja
dwa sposoby zwalczania rdzy brunatnej w pszenicy: kontrola chemiczna oraz odpornos¢ genetyczna,

ktora jest korzystniejsza ze wzgledow srodowiskowych oraz ekonomicznych (Ellis i in., 2014).

4.4 Geny odpornosci na rdz¢ brunatng

Od momentu zidentyfikowanego pierwszego genu Lr (ang. Leaf rust) w 1946 r.,
zidentyfikowano ponad 80 gendéw odpornosci na rdz¢ brunatng, z ktorych wigkszo$¢é zostata
zmapowana na okreslonych chromosomach przy uzyciu markerow DNA. Zgodnie z teorig Flor’a
(1971) ,,gen na gen” aktywnos$¢ kazdego genu Lr zalezy od odpowiadajacego mu genu awirulencji
(Avr). Patogeny poprzez mutacje lub rekombinacje powodujace zmiany w sekwencji m.in. genow
awirulencji, prowadza do braku rozpoznania przez geny odpornosci rosliny. W zwigzku z tym
odporno$¢ gospodarza ulega przetamaniu i jest krotkotrwata. Wedlug niektorych szacunkow,
odporno$¢ wywotana konkretnym genem Lr trwa okoto 5-7 lat (Ellis i in., 2014; Kumar i in., 2022).

Geny odporno$ci mozemy podzieli¢ na dwie klasy: geny gtéwne nadajace odpornosc
specyficzng dla rasy lub szczepu patogenu (geny R) oraz geny odpornosci roslin dorostych (geny
APR). Geny glowne dziataja przede wszystkim od stadium siewki do stadium dorostej rosliny,
podczas gdy geny APR funkcjonujg gtownie w stadium dorostym rosliny. Ze wzglgdu na duzy
rozmiar pszenicy i ztozony genom do tej pory tylko dziesie¢ genow zostato sklonowanych: Lrl, Lr9,

Lr10, Lr13, Lrlda, Lr21, Lr22a, Lr34, Lr42, Lr67 (Kumar i in., 2022; Li i in., 2023).
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4.4.1 Gatunki pokrewne pszenicy, jako rezerwuar genéw przydatnych hodowli roslin

Co najmniej 50% gendéw odpornosci na rdze brunatna pochodzi od dzikich krewnych
gatunkoéw. Dzicy krewni roslin uprawnych (ang. crop wild relatives, CWR) sg to rosliny, ktore rosng
w warunkach naturalnych, a literatura wskazuje, ze nie ulegly one procesowi udomowiania. Rosliny
CWR posiadaja cechy korzystne dla hodowli, zwlaszcza geny odpornosci na stresy biotyczne i
abiotyczne, ktore zostaty utracone podczas udamawiania zb6z oraz dalszych selekcji hodowlanych
(Kumar i in., 2022). Zrédta zmiennoéci genetycznej wykorzystywane do udoskonalania pszenicy

uprawnej zostaty sklasyfikowane do pierwszo-, drugo-, i trzeciorzgdowej puli genowej (Rycina 2).

Rycina 2. Schemat pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowej puli genowej

pula genowa

Pierwszorzgdowa pula genowa obejmuje gatunki z rodzaju Triticum i Aegilops, ktore sa
protoplastg dla heksaploidalnej pszenicy. Transfer genéw odbywa si¢ na zasadzie homologicznej
rekombinacji w efekcie krzyzowan prostych, wstecznych oraz odpowiedniej selekcji. Drugorzedowa
pula genowa sktada si¢ z gatunkéw nalezacych do Triticum i Aegilops, ale zawierajg tylko jeden
subgenom pszenicy. Transfer genéw jest mozliwy na zasadzie krzyzowan prostych, rekombinacji
tylko pomigdzy homologicznymi genomami i za pomocg specjalnych manipulacji cytogenetycznych

dotyczacych pozostalych niehomologicznych genoméw. Dodatkowa metoda wspomagang
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z wykorzystaniem tych gatunkéw moze by¢ ,,embryo rescue”. Trzeciorzegdowa pula genowa
uwzglednia diploidalne i poliploidalne gatunki z rodzajéw nalezacych do plemienia Triticeae, ktérych
genomy roznig si¢ od T. aestivum. Transfer gend6w wymaga specjalnych technik cytogenetycznych,
ktore spowodujg nie-homologiczne rekombinacje chromosomow. Stosuje si¢ miedzy innymi:
napromieniowanie, wykorzystanie mutantow phl lub indukcje translokacji za posrednictwem kultur
in vitro. Secale cereale, Thinopyrum elongatum, Thinopyrum intermedium sa gatunkami nalezacymi
do trzeciorzedowej puli genowej i stanowig one ogromy i w duzej mierze niewykorzystany rezerwuar
zmiennos$ci genetycznej, ktory moze by¢ wykorzystywany do poprawy pozadanych cech pszenicy
(Gupta, 2016; Kwiatek i in., 2017).

Thinopyrum elongatum (syn. Agropyron elongatum, Lophopyrum elongatum) nalezy do
rodzaju Thinopyrum, ktory pod koniec XX wieku zostal wyodrebniony z wigkszego rodzaju Elytrigia,
wraz z rodzajem Lophopyru i Trichopryum. Zidentyfikowano odmiany diploidalne (2n = 2x = 14;
EE), tetraploidalne (2n = 4x = 28; EEEE) oraz dekaplodialne (2n = 10x = 70; EEEEEEStStStSt).
W literaturze mozna zauwazy¢ znaczne zamieszanie w rozroznianiu mi¢dzy dekaploidalnym Th.
elongatum a jego pokrewnym dekaploidalnym Th. ponticum, do pewnego momentu gatunki te byty
okreslane tg samg nazwa Agropyron elongatum. Tetraploid Th. Elongatum jest zrodtem genow, ktore
zapewniaja odpornos¢ na stresy biotyczne i abiotyczne, stuzy rowniez do zwigkszania roznorodnosci
genetycznej pszenicy uprawnej. Formy diploidalne oraz dekaploidalne Th. elongatum do tej pory
stanowig gtowne zrodio genéw odpornosci (Baker i in., 2020; Li i in., 2018). Kolejnym gatunkiem
niosgcym wysoce efektywne geny odpornosci z rodzaju Thinopyrum jest alloheksaploid Thinopyrum
intermedium (Host) (=Elytrigia intermedia (Host) Nevski, Agropyron intermedium (Host) P. B.,
Agropyrum glaucum (Desf.ex DC) Roem et Schult.), jego genom opisywany jest na dwa sposoby:
EEESES'StSt lub JJJsJsStSt. Gatunek z rodzaju Pseudoregneria uznawany jest jako domniemany
dawca genomu St, dla genomu E (=J) brani sg pod uwage Th. bessarabicum lub Th. elongatum.
Podczas ewolucji w wyniku rekombinacji genoméw E (=]) i St powstal genom E® (=Js). ZloZona
struktura tych genomow utrudnia zidentyfikowanie ich doktadnych przodkéw. W dotychczasowych
badaniach, obserwowana jest duza ilo$§¢ polimorfizméw, wskazujaca na polimorfizm
wewnatrzpopulacyjny (Jensen i in., 2016; Mahelka i in., 2011; Salina i in., 2015). W hodowli
introgeresywnej pszenicy najczgsciej wykorzystywane sa: Th. elongatum D. R. Dewey (2n = 2x =
14), Th. bessarabicum (Savul & Rayss) A. Love (2n = 2x = 14), Th. junceiforme A. Love (2n = 4x =
28 lub 2n = 6x = 42), Th. intermedium Barkworth &D. R. Dewey (2n = 6x = 42) oraz Th. ponticum
Beauv. (2n = 10x = 70) (Cui i in. 2018).

Gen odporno$ci na rdzg brunatng Lrl9 przeniesiony z Agropyron elongatum, do dtugiego
ramienia chromosomu 7D pszenicy przez Sharmg¢ i Knotta (1966), przez wiele lat zapewnial wysoka

odporno$¢ na wielu obszarach, jednak zostata ona przetamana. Gen ten jest sprz¢zony z genem Sr25
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warunkujagcym odporno$¢ na rdz¢ zdzbtowa. Translokacja 7DS.7DL-7Ae#1L niosaca gen Lrl9
zwigzana jest rowniez ze zwickszonym plonem ziarna (S. K. Gupta i in., 2006). Kolejnym genem
pochodzacym z A. elongatum, jest gen Lr24, ktory zostal przeniesiony przez Searsa (1973) uzyskujac
linie z translokacjg 3Ag/3DL (Schachermayr i in., 1995). Gen Lr24 sprz¢zony jest rOwniez z genem
warunkujgcym odpornos¢ na rdz¢ zdzbtowg Sr24 (X. F. Xu i in., 2017; Yadav i in., 2021).

Na krétkim ramieniu chromosomu 1R zyta (Secale cereale L.), zlokalizowanych jest kilka
genoéw nadajacych odporno$¢ na wazne choroby pszenicy. Sg to geny odpornosci na rdz¢ brunatng
(Lr26), rdze z6tta (Yr9), rdze zdzbtowg (Sr31) oraz maczniaka prawdziwego (Pm8) (Crespo-Herrera
iin., 2017). Translokacja 1RS.1BL zwigzana jest takze ze zwickszona biomasg oraz wysokim plonem
pszenicy (Sharmai in., 2018).

Gen Lr38 pochodzacy z Thinopyrum intermedium nadaje odpornos¢ ros$linom w stadium
siewki oraz roslinom dorostym na wiele patotypow w Europie. Gen ten zostal wprowadzony do
chromosomu 6DL pszenicy (Mebrate i in., 2008; Ren i in., 2023).

Gen Lr63 pochodzacy z Triticum monococcum, jako jedyny zostal zmapowany na dystalnej
czesci chromosomu 3AS, warunkuje on niskie lub $rednie infekcje dla patotypoéw P. triticina, dajac

mozliwos$¢ do wykorzystania w programach hodowlanych (Kolmer i in., 2010; Noweiska i in., 2022).

4.5 Hodowla odpornosciowa

Trwata odporno$¢ na choroby ma kluczowe znaczenie dla osiggnigcia globalnego
bezpieczenstwa zywieniowego oraz zrownowazonego rolnictwa. Jedng z mozliwosci poprawy
odpornosci jest taczenie kilku genow w jednej roslinie — piramidyzacja. Strategia ta lezy u podstaw
niniejszej rozprawy doktorskiej, w ktorej podjeto trud pirymidyzacji genéw odpornosci: Lr19, Lr24,
Lr26, Lr38 oraz Lr63 w dwoch odmianach pszenicy jarej. Wprowadzenie w Unii Europejskiej
obowigzku stosowania integrowanej ochrony roslin, strategie ,,Od pola do stotu” oraz ,Na rzecz
biordznorodno$ci” okreslajg obnizenie stosowania srodkow ochrony roslin o 50%. Wraz z postgpem
biologicznym, uzyskiwanie odmian odpornych na stresy biotyczne i1 abiotyczne jest jedna
z mozliwos$ci uzyskania dobrej jakosci plonu przy ograniczeniu stosowania srodkéw chemicznych.
Piramidyzacja jest sumg efektow pojedynczych genéw. Pomimo czasochtonnosci i duzego naktadu
pracy, uwazana jest za skuteczny sposob zwiekszania trwatej odporno$ci na choroby (Liu i in., 2020).
Niestety niewiele wiadomo na temat udziatu r6znych mechanizmoéw, ktére mogg przyczyniac si¢ do
trwalo$ci piramid genow, oraz jakie kombinacje gendw odporno$ci moga by¢ najbardziej trwate
(Mundt, 2018).

Rozwdj biologii molekularnej przyczynit si¢ do rozwoju identyfikacji zmienno$ci

genetycznej, w szczegdlnosci do scharakteryzowania i opisania genéw. Najwazniejszym etapem
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W hodowli pszenicy jest selekcja osobnikow. Aktualnie klasyczna selekcja wspomagana jest
z wykorzystaniem markerow molekularnych (MAS), ktore sg sprz¢zone z pozadanymi cechami.
Co prawda techniki te s3 wysoce specyficzne oraz wiarygodne niemniej jednak wymagaja nakladu
pracy, czasu oraz sg kosztowne. Jednym z rozwigzan moze by¢ reakcja multipleks PCR, ktora jest
Z powodzeniem stosowana w wielu obszarach badan DNA. Pozwala ona na jednoczesng amplifikacje
dwoch lub wigcej loci w ramach jednej reakcji. Wiaze si¢ to ze skroceniem czasu badan, a takze co
kluczowe kosztem analiz (Noweiska i in., 2023).

W przeciwienstwie do mutacji, introgresja umozliwia wprowadzenie duzej liczby nowych
alleli, co moze by¢ zrodtem nowych funkcjonalnych alleli, a nawet adaptacji do cech poligenicznych
(Ellstrand, 2014). Zjawisko hybrydyzacji i introgresji znana jest dla naukowcow od dawna, pierwszy
proby uzyskania mieszancOw pszenicy i zyta zostaty opisane juz w XIX wieku. Poczatek lat XX
zwigzany z ulepszaniem metod hodowli tkankowej in vitro pozwolity na sukcesy wczes$niej
niemozliwych do uzyskania form mieszancowych. Od momentu wprowadzenia terminu ,,inZynieria
chromosomowa” w 1972 roku przez Searsa, szeroko zaczg¢to stosowaé podejscia biologii
molekularnej do wykorzystywania roznorodnos$ci genetycznej w roznych pulach genowych
i opracowywania nowych zrodet genetycznych, ktore pochodzg z obcych gatunkéw. Pomimo wielu
postepow hodowla introgresyjna nadal jest w duzej mierze empiryczna i niezbg¢dne sg dalsze badania,
aby wprowadza¢ precyzyjnie korzystne allele bez negatywnego wplywu na pozostate cechy
(Balfourier i in., 2019; Zhao i in., 2021)

Fluorescencyjna oraz genomowa hybrydyzacja in situ (FISH/GISH) sg szeroko stosowane do
identyfikacji obcych segmentow chromosomow w genomie pszenicy. Pierwsze takie proby zostaly
podjete juz w latach 90-tych, z sukcesem identyfikujac chromosomy zytnie. Metoda GISH polegajaca
na hybrydyzacji in situ z wyznakowanym genomowym DNA obcego gatunku, pozwala na doktadne
okreslenie obecnos$ci obcych segmentow chromosomow w pszenicy. Technika (mcGISH) zapewnita
bardziej precyzyjnej analizy genomu. Metoda ta stuzy do jednoczesnej identyfikacji kilku genoméow
w ro$linach alloploidalnych (Cai i in., 2001; Han i in., 2003; Pei i in., 2018)

Zastosowanie metody MAS oraz technik cytogenetycznych w hodowli odpornosciowej, moze
utatwi¢ oraz przyspieszy¢ wybor otrzymywanych pokolen, dazac do uzyskiwania ulepszonych
odmian pszenicy. Selekcja genotypow na podstawie markeréw molekularnych sprzezonych z locus

cechy, jest bardziej precyzyjna od oceny fenotypowej.

4.6 Reakcja rosliny na patogen

Infekcja patogenem powoduje ztozony, wielopoziomowy szereg reakcji obronnych

ukierunkowanych na indukcj¢ syntezy biatek obronnych, izolacje patogenu w miejscu wniknigcia za
18



pomocag zaprogramowanej $mierci komorek, syntez¢ wtornych metabolitow czy tez indukcji
interferencji RNA (w przypadku infekcji wirusowej). Rosliny rozwingly mechanizmy obronne
uwzgledniajac dwa szlaki odpornosci, uruchamiane podczas infekcji, stuzace do ochrony przed
stresami biotycznymi takimi jak patogeny ro$linne. Pierwszy szlak opisywany jako model
zygzakowy, zaklada, ze rosliny rozpoznaja wzorce molekularne zwigzane z m. in. patogenami
(PAMP, ang. pathogen-associated molecular patterns) okreslane jako nieswoiste elicytory. Drugi
szlak zwigzany jest z bezposrednim rozpoznaniem efektora przez wewnatrzkomorkowe receptory
kodowane przez geny odpornosci R, skutkujgc uruchomieniem specyficznej odpornosci, wyzwalanej
przez efektor ETI (ang. effector-triggered immunity). ETI w wigkszosci przypadkow prowadzi do
reakcji nadwrazliwosci (HR, ang. hypersensitive response) skutkujac $miercig komorki. W ramach
kaskady reakcji odpornosciowych dochodzi do: powstawania reaktywnych form tlenu (ROS, ang.
reactive oxygen species); akumulacji bialek powigzanych z patogeneza (PR, ang. pathogenesis-
related proteins) takich jak glukanazy; wzmocnienia $ciany komorkowej poprzez synteze
i dekomponowanie kalozy, zwiazanej z indukcja kompleksow enzymatycznych takich jak
peroksydazy; oraz produkcji metabolitow wtornych o charakterze antygrzybicznym (fitoaleksyn)
(Banasiak, 2022; Lata, Prasad, i in., 2022).

Reakcje obronne roslin obejmuja procesy komodrkowe takie jak rozpoznawanie wzorcow lub
efektorow zwiazanych z patogenami, kaskade kinaz aktywowanych mitogenami, transkrypcje genow
zwigzanych z patogeneza (PR) oraz rekacje nadwrazliwosci (HR). Nabyta odpornos¢ systemiczna
(SAR ang. Systemic acquired resistance) nazywana odpornos$cig ,,catej rosliny” aktywowana jest w
odpowiedzi na infekcj¢ patogenem, zaczyna si¢ od pojedynczych komorek, a konczy na
nekrotycznych zmianach widocznych na roélinie. Biatka PR stanowig cz¢$¢ mechanizmu SAR w
szlakach transdukcji sygnatu. Do tej pory zidentyfikowano prawie 19 rodzin biatek PR (PR1 - PR19)
u roslin jedno- i dwulisciennych na podstawie ich zwigzkoéw strukturalnych oraz aktywnosci
biologicznej. Niektore z tych biatek opisywane sa jako zaangazowane w reakcji odpornosci pszenicy
na infekcje patogenem P. triticinia (Conrath, 2006; Loon i in., 2006; Prasad i in., 2020b).

B-1,3-glukanazy naleza do rodziny PR2 klasyfikowanej jako enzymy z klasy hydrolaz
(endonukleazy) (E.C.3.2.1.39). Sa enzymami wielofunkcyjnymi, na przestrzeni lat opisano cztery
podrodziny B-glukanaz (A, B, C i D), a ws$rod podrodzin wyodrgbniono dziesig¢ B-1,3-glukanaz
(Linton, 2020). B-1,3-glukany oraz chityna stanowia podstawowy skladnik strukturalny $cian
komorkowych. Glukanazy (B-1,3) odgrywaja nie tylko wazng role w reakcji odpornosciowej na stresy
biotyczne i abiotyczne, ale poprzez swoje rozmieszczenie wzdtuz rosliny sg zaangazowane roéwniez
we wzrost ro$lin oraz kietkowanie nasion. Naturalnie poziomy ekspresji genéw B-1,3-glukanazy sa
stosunkowo niskie, podczas infekcji patogenem nastgpuje szybka akumulacja enzymu prowadzac do

zwigkszonej aktywnos$ci hydrolitycznej. B-1,3-glukanazy dziatajac synergistyczne z chitynazami,
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katalizujg degradacj¢ $ciany komorkowej roslin poprzez wydzielanie do apoplastu po infekcji
grzybiczej, przyczyniajac si¢ do kluczowej roli w reakcji odpornosciowej (dos Santos i Franco, 2023;
Gao i in., 2016; Prasad i in., 2020b).

Biatka podobne do taumatyny (TLP, ang. Thaumatin-like proteins) nalezg do rodziny PR5,
biatka te jednak nie sg szczegdtowo przebadane zwlaszcza w uprawach zboz. Ich okreslenie ,,biatka
podobne do taumatyny” wiaze si¢ z ich sekwencja aminokwasow i strukturalnym podobienstwem do
biatlek o stodkim smaku z owocéw zachodnioafrykanskiego krzewu Thaumatococcus daniellii
(Liiin., 2015) Sg indukowane w roslinie po infekcji patogenu i ekspozycji na elicytory. Dziatanie
TLP obejmuje zmiany w integralnos$ci btony komorkowej grzyboéw prowadzac do zahamowania
wzrostu grzybow, lizy zarodnikéw oraz degradacji Scian komoérkowych. Co wigcej kilka bialek z
grupy PR5 do tej pory z powodzeniem zostato wykorzystane w celu poprawienia odpornosci roslin
na stresy biotyczne oraz abiotyczne m.in. biatko DcTLP z marchwi (Daucus carota) ulegato silnej
ekspresji w stresie suszy (Sharma i in., 2022; Zhang i in., 2017). W swoich badaniach (Zhang i in.,
2017) wyizolowali gen TaLr19TLP1 z pszenicy nalezacy do rodziny PRS. Biatka PR5 wykazuja
swoje dzialanie w odpowiedzi na infekcje grzybem poprzez gwaltowny i znaczny wzrost
przepuszczalnosci blony komorkowej patogenu, poprzez zaktocenie dwuwarstwy lipidowej tworzac
pory transbtonowe (El-kereamy i in., 2011).

Peroksydazy (PR9) zaangazowane sg rowniez w reakcje odpornosciowa roslin. Posrednicza
w odpornos$ci gospodarza poprzez synteze barier strukturalnych lub wytwarzanie reaktywnych form
tlenu (ROS) i reaktywnych form azotu (RNS), w celu zapobiegnigcia rozprzestrzeniania si¢ patogenu
w komorkach. Niektore biatka z rodziny PR9 zaangazowane sa w redukcje H202, co moze
przyczynia¢ si¢ do zwigkszonej podatno$¢ pszenicy na patogeny wywolujace maczniaka
prawdziwego oraz rdz¢ brunatng. Biatka PR9 zaangazowane sg w proces lignifikacji i gojenia si¢ ran
u roslin, a takze uczestnicza w regulacji wydtuzania komoérek. Oprocz aktywowania szlakow
sygnatowych, zdolne sa do polimeryzacji makromolekut, ktore odktadaja si¢ na powierzchniach
zewnatrzkomorkowych prowadzac do utrudnienia infekcji patogenem. (dos Santos i Franco, 2023;
Prasad i in., 2020Db).

U ro$lin wyrézniamy dwie klasy peroksydaz (PRX): peroksydazy klasy | -
wewnatrzkomorkowe oraz peroksydazy klasy III - wydzielane do apoplastu i wakuoli. Peroksydazy
klasy 111 (PRA2) odgrywaja wazna role w reakcji produkcji i usuwania ROS poprzez katalizowanie
reakcji redoks migdzy nadtlenkiem wodoru (H202) z roéznymi zwigzkami organicznymi
i nieorganicznymi (Yan i in., 2019). W poczatkowej aktywnosci peroksydazy majg potencjat do
generowania H202, co prowadzi do ostabienia uszkodzen oksydacyjnych i zapobiega infekcji
patogenow, ostatecznie prowadzac do tolerancji rosliny na stres. W dalszych etapach reakcji

uczestniczg w szlaku sygnalizacyjnym oraz odpowiedzi hormonalnej (Dmochowska-Boguta i in.,
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2013; Kidwai i in., 2020). W poréwnaniu do innych reaktywnych form tlenu, H2O> jest najbardziej
stabilny i najmniej reaktywny, tatwo przenika przez btong¢ co sprawia ze jest dobra czasteczka
sygnatowg (Jiao i in., 2024). Dostepne sga dane literaturowe dotyczace biochemicznych
1 fizjologicznych aspektow peroksydazy roslin w warunkach stresu, jednak ich funkcjonalna
charakterystyka, podstawy molekularne i genetyczne nie sg w petni poznane (Kidwai i in., 2020).
Rosliny z genami odpornosci przeciwdziataja infekcji patogenu wyzwalajac efektor ETI.
Wysoce specyficzna reakcja odpornosci aktywowana jest podczas gdy gospodarz jest nosicielem
genu glownego (R), a patogen zawiera odpowiedni gen awirulencji (Avr). Obrona, w ktorej
posrednicza geny R, odbywa si¢ przez regulacje ekspresji genow zwigzanych m.in. zZ patogeneza
(PR). Zrozumienie specyficznej interakcji genow Lr migdzy pszenica a Pt wymaga doktadnej oceny
wzorcOw poziomu ekspresji gendw zwigzanej z odpowiedzig na stres. Informacje te moga by¢ dalej

wykorzystywane do opracowan nowych strategii w hodowli odpornosci roslin (Prasad i in., 2019).
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5. Hipoteza badawecza i cel pracy doktorskiej

Praca miata na celu piramidyzacje gendw odpornosci na rdz¢ brunatng, pochodzacych
Z pierwszo- i trzeciorzedowej puli genowej Lrl19, Lr24, Lr26, Lr38 i Lr63 w podtozu genetycznym
pszenicy. Hipoteza badawcza zaktada, ze piramidyzacja genow odpornosci w pordéwnaniu
Z odpornoscig warunkowang przez jeden gen jest bardziej efektywna oraz istnieje zwigzek migdzy

wielkos$cig translokacji a jej dziedziczeniem. Cele byly nastepujace:

1) Analiza krotkiego ramienia chromosomu 3A, zwigzanego z markerami locus Lr63
u diploidalnych gatunkéw pszenic,
2) Identyfikacja genow odpornosci Lr w genotypach pszenicy zwyczajnej z wykorzystaniem
markeréw molekularnych,
3) Jednoczesna identyfikacja chromatyny obcych segmentow pochodzacych z gatunkow
Thinopyrum i Secale cereale z wykorzystaniem metody GISH,
4) Opracowanie protokotow multilpex PCR, do jedoczesnej identyfikacji markerow
sprz¢zonych z genami: Lr19, Lr24, Lr26, Lr38,
5) Wyprowadzenie form mieszancowych, a nastepnie:
> Analiza molekularna pokolen: F1, F2 i Fs,
> Obserwacje pokolenia F3 po inokulacji patogenem,

> Analiza poziomow ekspresji genow PR pokolenia F3 za pomoca RT-gPCR
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6. Material i metody

6.1 Material badawczy

Materiat badawczy stanowily 2 odmiany pszenicy jarej (Triticum aestivum L.),
zarejestrowanych w Krajowym Rejestrze COBORU: pszenica Mantra pochodzaca z Hodowli Roslin
Strzelce sp. z 0.0. Grupa IHAR, wpisana do krajowego rejestru w 2021 roku oraz KWS Carusum
pochodzaca z firmy KWS Lochow GmbH, zarejestrowana w 2022 roku. Odmiany te sg polecane do
upraw na terenie Polski, wedlug danych pochodzacych z PDO (Porejestrowe Doswiadczalnictwo
Odmianowe) odporno$¢ na rdze brunatng w 2022 roku wyniosta odpowiednio 8,3 oraz 8,2; w 2023
roku 7,5 oraz 7,8 (Najewski i in. 2023). Podana skala 9° odpornosci wedtug COBORU wykazuje 9 —
stan najlepszy (najkorzystniejszy), 5 — stan $redni (przecigtny), 1 — stan najgorszy (najmniej
korzystny).

Do badan uzyto 25 genotypow pszenicy jarej (Tabela 1), ktore wedtug danych rodowodowych
zawierajg introgresje gatunkéw pokrewnych warunkujacych odporno$¢ na rdze brunatng, oraz 16
genotypow pszenicy diploidalnej do analizy markerow sprzezonych z genem Lr63. Do analiz
molekularnych genow odpornosci Lr19, Lr24, Lr26, Lr38, Lr63 wykorzystano odmiany referencyjne:
TC+Lr19, TC+Lr24, TC+Lr26, TC+Lr38 oraz TC+Lr63 oraz kontrole negatywna Thatcher.
W analizach cytogenetycznych zastosowano genotypy: pszenicy - Chinese Spring, zyta - Imperial,
Thinopyrum intermedium (Host) Barkworth & D. R. Dewey subsp. intermedium - GRA 744",
Thinopyrum elongatum (Host) D. R. Dewey - CP123101. Ponadto do analiz chromosomu 3A uzyto
16 akces;ji diploidalnych pszenic, pochodzacych z réznych regionéw geograficznych (Tabela 1).

Nasiona pozyskano z National Small Grains Germplasm Facility, National Small Grains
Collection Aberdeen, Idaho, USA oraz Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research
(IPK), Gatersleben, Niemcy.

Tabela 1. Genotypy pszenicy zwyczajnej (Triticum aesitvum L.) oraz form diploidalnych

Lp. Genotyp Numer identyfikacyjny Pochodzenie Gatunek

1. Agatha Cltr 14048 Kanada Triticum aesitvum
2. - Cltr 17474 Kanada Triticum aesitvum
3. FLG711_1é1A033- P1519178 USA, Floryda Triticum aesitvum
4. OK 77R6605 P1519194 USA, Oklahoma Triticum aesitvum
5. RL 6040 P1 520269 Kanada Triticum aesitvum
6. CIGM98.744-1 Pl 614022 Meksyk Triticum aesitvum

23



7. CIGM98.745-1 Pl 614023 Meksyk Triticum aesitvum
8. CDLSr24sr31 Pl 675464 USA, Minnesota Triticum aesitvum
9. CDLSr24Sr36 Pl 675466 USA, Minnesota Triticum aesitvum
10. Sr24 GSTR 517 USA, Minnesota Triticum aesitvum
11. TC5 P1 578203 Australia Triticum aesitvum
12. TC6 Pl 578204 Australia Triticum aesitvum
13. TC7 P1 578205 Australia Triticum aesitvum
14, TC9 PI 578206 Australia Triticum aesitvum
15. Z1 PI 578207 Australia Triticum aesitvum
16. Z2 P1 578208 Australia Triticum aesitvum
17. Z3 PI 578209 Australia Triticum aesitvum
18. Z4 P1 578210 Australia Triticum aesitvum
19. Z5 Pl 578211 Australia Triticum aesitvum
20. Z6 P1 578212 Australia Triticum aesitvum
21, WX'C'?M‘Z%‘ PI 587164 Meksyk Triticum aesitvum
22. WX'C'C;M‘Z%‘ PI 587165 Meksyk Triticum aesitvum
23, WX'C'%;M‘Z%‘ PI 587166 Meksyk Triticum aesitvum
24, WX'C'EM’Z%’ P1 587167 Meksyk Triticum aesitvum
25. WX-CI(S;‘-M-295- PI 587168 Meksyk Triticum aesitvum
26. - Cltr 17667 Turcja Triticum urartu
27. G3220 P1428316 Iran Triticum urartu
28, Kaploutras PI1225164 Grecja Triticum monococcum
subsp. monococcum
29. G3224 P1428011 Azerbejdzan Triticum monococcum
subsp. aegilopoides
30.  84TK154-028.00 PI554513 Byly Zwigzek Triticum monococcum
Radziecki subsp. aegilopoides
31. Kromeriz P1668147 Byta Czechostowacja Triticum monococcum
subsp. monococcum
32. A TRI 613/59 PI277130 Albania Triticum monococcum
subsp. monococcum
33 UKR-99-075 P1614649 Ukraina Triticum monococcum
subsp. aegilopoides
34. V.J. 388 P1290508 Wegry Triticum monococcum
subsp. monococcum
35. GRO05-052 P1662221 Grecja Triticum monococcum
subsp. aegilopoides
36. K930 P1307984 Maroko Triticum monococcum
subsp. monococcum
37. - Cltr 17664 Liban Triticum urartu
38. 2498 PI170196 Turcja Triticum monococcum
subsp. monococcum
30. WIR 18140 P1326317 Azerbejdzan Triticum monococcum
subsp. monococcum
40. SN-264 P1591871 Gruzja Triticum monococcum
subsp. monococcum
41, SY 20033 P1487265 Syria Triticum urartu
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6.2 Analizy molekularne

6.2.1 lzolacja genomowego DNA (P1, P2)

Izolacje DNA przeprowadzono na lisciach uzyskanych z 10-dniowych siewek. Ekstrakcje
wykonano przy uzyciu zestawu Gene MATRIX Plant & Fungi DNA Purification KIT (EURX Ltd.,
Polska) zgodnie z zalagczonym protokotem. Jako$¢ oraz st¢zenie uzyskanego DNA mierzono za
pomoca spektrofotometru (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA) przy dlugosciach fali 260 i 280
nm. Proby wykorzystywane do analiz molekularnych byty rozcienczane buforem Tris (EURX Ltd.,

Gdansk, Polska) do uzyskania stezenia 50 ng/pl.

6.2.2 Markery molekularne, reakcja PCR, multilpeks PCR (P1, P2)

W celu potwierdzenia obecnosci gendw odpornosci wykorzystano markery molekularne
sprzezone z genami odpornosci (Tabela 2). Analizy PCR przeprowadzano przy uzyciu FastGene®
Optima HotStart ReadyMix (NIPPON, Niemcy) wedlug dotaczonego protokotu producenta.
Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z: 2 ul matrycy DNA (50 ng/ul); 12,5 ul mix FastGene® Optima
HotStart ReadyMix ktora sktada si¢ z: FastGene® Optima DNA Polymerase (0,2 U na pl reakcji),
buforu FastGene® Optima (1X), dNTP (0,4 mM kazdego dNTP w 1X), MgCI2 (4 mM w 1X)
i stabilizatory; starterow forward oraz reverse (Sigma-Aldrich, USA) 1,25 ul (10 uM) oraz wody 8

ul.

Tabela 2. Markery molekularne sprzezone z genami odporno$ci na rdze brunatna

Temperatura
przylaczania Zrodlo
starterow [°C]

Wielkos$¢

Gen  Marker Sekwencja (5°-3%) produktu [pz]
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oo PAATCASACRCICKCTCCTTA g o i
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Reakcja tancuchowej polimerazy przebiegata w oparciu o standardowy protokot. Koncowa
reakcja PCR obejmowala: denaturacje wstgpng w 95°C przez 3 minuty, nastepnie 35 cykli
(denaturacji 95°C 30 sekund, przylaczania starterow 30 sekund, elongacji 72°C przez 1 minutg),
kolejno elongacja koncowa w temperaturze 72°C trwajgca 7 minut. Produkty amplifikacji
przechowywano w 4°C. Analiza PCR przeprowadzana byta przy uzyciu termocyklera (SensoQuest
GmbH).

W ramach opracowania reakcji multipleks PCR, wykorzystano markery podane w Tabeli 2.
Sktad mieszaniny multipleks PCR: 2 pl matrycy DNA (50 ng/ul); 12,5 ul mix FastGene® Optima
HotStart ReadyMix ktora sktada sie z: FastGene® Optima DNA Polymerase (0,2 U na ul reakcji),
buforu FastGene® Optima (1X), dNTP (0,4 mM kazdego dNTP w 1X), MgCI2 (4 mM w 1X)
I stabilizatory; startery, uzupetniono woda do 20 pl.

Koncowe reakcje multilpeks PCR obejmowaly: denaturacje wstepng w 95°C przez 3 minuty,
nastepnie 35 cykli (denaturacji 95°C 30 sekund, przylaczania starterow 55°C 30 sekund, elongacji
72°C przez 1 minute), nastgpnie elongacja koncowa w temperaturze 72°C trwajaca 7 minut
i przechowywanie w 4°C. Analizy multilpeks PCR przeprowadzane byta przy uzyciu termocyklera
(SensoQuest GmbH). Produkty reakcji PCR oraz multilpeks PCR rozdzielane byly w 2% zelu
agarozowym (Bioshop) w buforze 1XxTBE (Bioshop) z dodatkiem 4 ul Midori Green Advanced DNA
Stain (NipponGenetics Europe, Germany) na 100 ml, przy 110 V przez 1,5 godziny. Do wizualizacji
produktéw amplifikacji wykorzystano System Molecular Imager Gel Doc™ XR UV

z oprogramowaniem Biorad Bio Image™.

6.2.3 lzolacja RNA, odwrotna transkrypcja, Quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-qgPCR)

Izolacj¢ RNA z lisci pszenicy zebranych w 6 punktach czasowych (0 przed infekcja, 6, 12,
24, 48, 72 godzin po inokulacji) przeprowadzono przy uzyciu zestawu SV Total RNA Isolation
System (Promega, Madison, WI, USA) zgodnie z zalgczonym protokotem. St¢zenie RNA mierzono
za pomocg spektrofotometru NanoDrop (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA) przy dtugosci fali
A260/A280. Syntez¢ cDNA przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu iScript™ Reverse
Transcription Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), zgodnie z zalaczong przez producenta
instrukcjg. Dla gendw badanych oraz genow referencyjnych (Tabela 3) przeprowadzono reakcje PCR
z gradientem temperaturowym, w celu optymalizacji profilu temperaturowego. Na podstawie danych
literaturowych wybrano geny referencyjne do stabilnej ekspresji: ARF, TUB (Rampino i in., 2006;

Scholtz & Visser, 2013). Gradient ustawiono w zakresie temperatur 56 °C a 62 °C, temperaturg
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zwigkszano co 0,7 °C. Po wizualizacji w 2% zelu agarozowym uzyskano produkt specyficzny dla
kazdego genu w temperaturze 60 °C.

Do wykonania krzywych wzorcowych, uzyskane amplikony byly oczyszczane przy uzyciu
zestawu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc., Hilden, Niemcy) zgodnie z zalgczonym
protokotem. Nastepnie wykonano serie rozcienczen od 1 do 107° dla kazdego oczyszczonego
amplikonu oraz przeprowadzono reakcje dla uzyskana krzywych standardowych wydajnosci RT-
qPCR (%E) i wartosci R2. Uzyskane warto$ci otrzymano w programie Bio-Rad CFX Manager 3.1
(Tabela 3).

Tabela 3. Sekwencje starterow genéw badanych oraz gendw referencyjnych, wydajnosé¢ reakcji RT-gPCR

Wielkos$¢ i
Gen Sekwencja (5°-3%) produktu  %E R?  Tm(°C) Zrodlo
[pz]
Talri9TLP1 F:CAACGAGAACCAGAAGGACAGC 80 7044 0999 825 (Zhang i in.,
(PR5) R:TACGGACGGACATACGGACACT ' : 2017)
PR2 F:GCACTTTGGGCTCTTCAACCCG 161 7180 0999 81,0 (Lataiin.,
R:GGCACCTTCTTCAAGTACAAA ' : 2022)
PR9 F:CACTGGTCGACGATCCT 176 729 0998 810 (Lataiin.,
R:.TTGAGGATTCAACCGTCGT ' : 2022)
Taprx107 F:AGCAACATGGACCTCCTCAC 92 aa 0997 845 (%TOCP;W?]"&'
(PRA2) R:GTGGCGGTCTCGATATCCT ' ' gutarin.,
2013)
ARF F:GCTCTCCAACAACATTGCCAAC 165 8380 0998 795 (Scholtz i
R:GCTTCTGCCTGTCACATACGC ' : Visser, 2013)
TUB F:CCCTGAGGTTTGATGGTGCT 156 10060 0998 815 (Rampino i in.,
R:TGGTGATCTCAGCAACGGAC ' : 2006)

Reakcje RT-qPCR przeprowadzono przy uzyciu iTaq Universal SYBR Green Supermix
i CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Kazda
z przeprowadzonych analiz skladata si¢ z trzech powtdrzen biologicznych i trzech powtdrzen
technicznych. Reakcje przeprowadzano na ptytkach 96-dotkowych. Sktad mieszaniny reakcyjnej:
iTaqg supermix - 5ul, startery Forward i Reverse (10uM) — 0,5ul kazdy, woda - 3ul oraz cDNA - 1pul.
Na kazdg analizowang plytke naktadano kontrole czystosci odczynnikow (NTC). W reakcji g°PCR
wykorzystano nastepujacy profil temperaturowy: denaturacja wstepna 3 minuty — 95 °C; nastgpnie
40 cykli: denaturacja 10 sekund — 95 °C, przylaczanie starterow 30 sekund — 60 °C (pomiar
fluorescencji). Etap topnienia: zakres temperatur od 65 °C do 90 °C, co 5 sekund temperaturg
zwigkszano 0 0,5 °C i wykonywano pomiar fluorescencji. Znormalizowang ekspresj¢ genéw (AACQ)
uzyskano przy pomocy oprogramowania Bio-Rad CFX Maestro i narzedzia Gene Study (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA), uwzgledniajac wydajnos¢ PCR a takze wyniki uzyskane dla
obu gendw referencyjnych (Rychel-Bielska i in., 2020; Spychata i in., 2023).
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6.2.4 Analizy statystyczne

Test Kolmogorowa-Smirnov’a zostat uzyty do przetestowania hipotezy zerowej, moéwigcej,
ze zestaw znormalizowanych wartosci ekspresji dla okre$§lonego genu i odmiany wskazuje na rozktad
zblizony do normalnego. Test ten zostat przeprowadzony dla wszystkich kombinacji gen x genotyp.
Do weryfikacji o jednorodnosci wariancji przeprowadzono test Levene’a wariant Browna-Forsythe'a.
Dla poroéwnania $rednich wykonano test t-Studenta (dwustronny). Dla kazdego genu badanego
poréwnano warto$ci ekspresji w kazdym badanym punkcie czasowym wzgledem ekspresji przed
inokulacja mieszaning zarodnikéw. Znormalizowang ekspresje gendow oraz wspotczynniki korelacji
Pearsona pomiedzy badanymi genami przedstawiono za pomocg map cieplnych. W celu
przetestowania stabilnosci ekspresji genow referencyjnych wykonano poréwnania wartosci cT
W kazdym badanym punkcie czasowym po inokulacji wzgledem wartosci ¢T przed inokulacja

patogenem. Analizy statystyczne zostaly wykonane w programie Excel 2021 oraz Python 3.11.7.

6.3 Analizy cytogenetyczne

6.3.1 Przygotowanie preparatdéw metodg maceracji enzymatycznej

Do analiz cytogenetycznych nasiona kietkowano na szalkach Petriego na bibule zwilzonej
wodg przez 3-4 dni, w ciemnosci, w temperaturze pokojowej. 1-1,5 cm merystemy wierzchotkowe
$cinano i umieszczano w lodowatej wodzie na 26 godzin. Wierzchotki korzeni utrwalano
w mieszaninie etanolu i kwasu octowego (3:1), przechowywano w temperaturze -20°C.

Preparaty cytogenetyczne wykonywano z utrwalonych merystemy wierzchotkowych zgodnie
z procedurg opisang przez Kwiatka i in. (2016). Wierzchotki ptukano 3-krotnie w 0,01M w buforze
cytrynianowym (pH = 4,8), nast¢gpnie umieszczano je w mieszaninie maceracyjnej sktadajacej sie z:
20% pektynazy (Sigma; Aspergillus niger), 1% celulazy (Calbiochem; Aspergillus niger) oraz 1%
celulazy (Serva/Unimarket; ,,Onozuka R-10”, Trichoderma viride) inkubujac w 37°C przez 2,5
godziny. Po trawieniu merystemy ptukano w buforze cytrynianowym, nastgpnie pod mikroskopem
stereoskopowym Delta Optical StereoLight (Delta Optical, Polska) preparowana igta w kropli kwasu
octowego 60% 1 przenoszono na szkietko podstawowe oraz rozgniatano. Preparaty mrozono
w ciektym azocie, szkietka nakrywkowe usuwano przy pomocy zyletki i zostawiano do wysuszenia.
Jako$¢ preparatu sprawdzano pod mikroskopem kontrastowo-fazowym Nikon EFD-3, do dalszych

analiz wykorzystano preparaty z duzg ilo$cig ptytek metafazowych i niewielka ilo$cig cytoplazmy.
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6.3.2 Przygotowanie znakowanych sond oraz blokera

Genomowe DNA: pszenicy ,,Chinese Spring” stanowigce prekursor genomoéw A, B 1 D, zyta
,Imperial” - prekursor genomu R, Thinopyrum intermedium (Host) Barkworth & D. R. Dewey subsp.
intermedium ,,GRA 744" - prekursor genomoéw J, J5i St, Thinopyrum elongatum (Host) D. R. Dewey
,,CP123101” - prekursor genomu J¢; wyizolowano przy uzyciu zestawu Gene MATRIX Plant & Fungi
DNA Purification KIT (EURXx Ltd., Polska).

Genomowe DNA wyznakowano za pomocg fluorochroméw Digoxigenin-11-ddUTP (Roche),
Tetramethyl-Rhodamine-5-dUTP przy uzyciu zestawu Nick Translation Mix (Roche) oraz
fluorochromem Atto-674N (Jena Bioscience, Germany) wykorzystujac Atto647N NT Labeling Kit.

Sktad mieszanin w reakcji nick translacji przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Sktady mieszanin dla reakcji nick translacji

Nick Translation Mix (Roche) Atto647N NT Labeling Kit
Skladnik Objetosé Skladnik Objetos¢
dA (0,4 mM) 2,5 ul 10x NT labeling buffer 2 ul
dC (0,4 mM) 2,5 ul Atto647N NT labeling mix 2 ul
dG (0,4 mM) 2,5 ul enzym 2 ul
dT (0,4 mM) 1,67 pl woda 8 ul
genomowe DNA (100 ng/pl) 6 ul genomowe DNA (100 ng/ul) 6 ul
tetramethylrhodamine-5-dUTP/
digoxigenin-11-dUTP 0.83 ul
Nick Translation Buffer 10x 2 ul
enzym 2 ul

Reakcja z wykorzystaniem zestawu Nick Translation Mix przebiegata w nast¢pujacych
warunkach: 15°C przez 95 minut oraz zatrzymanie reakcji w 60°C przez 15 minut. Przy uzyciu
zestawu Atto647N NT Labeling Kit warunki reakcja byla przeprowadzana przez 90 minut w 15°C,
w celu zatrzymania reakcji do mieszaniny dodawano 5ul buforu ,,Stop buffer”. Przygotowane sondy
przechowywano w 4°C.

W celu przygotowania blokera, zastosowano genomowe DNA Triticum aestivum. Do 100 pl
dodano 9 pl SM NaCl i inkubowano w temperaturze 99°C przez 45 minut w celu fragmentacji DNA,
nastepnie proby przetozono do lodu na 5 minut. Nastepnie dodano 11 pl 3M NaAC (1/10 objetosci
roztworu), oraz 300 ul 100% EtOH (2,5x objetosci roztworu) schtodzonego w -20°C. Préby

przechowywano na noc w -20°C. Kolejnego dnia proby wirowano 30 minut, w temperaturze 4°C,
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przy obrotach 14000 rpm. Po wirowaniu zlano supernatant, osad przemyto 50ul 70% EtOH (-20°C),
wkrapiajac po $ciankach probowki. Proby wirowano przez 5 minut w 4°C przy 14000 rpm.
Po wirowaniu odsaczono EtOH i suszono w cieplarce 37°C przez 15 minut. Uzyskany osad

zawieszono w 100 ul H20. Bloker stosowano w stosunku 1:50 (sonda:bloker).

6.3.3 Genomowa hybrydyzacja in situ (GISH)

Genomowa hybrydyzacje in situ wykonywano na podstawie protokotu Kwiatka i in., (2016)
z modyfikacjami.

Preparaty inkubowano z RNAza (10mg/ml w 2x SSC) w wilgotnej komorze 37°C przez 75
minut. Nastepnie szkietka ptukano 2 krotnie 2x SSC przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j
i utrwalano w 37% formaldehydzie w 10x PBS przez 15 minut. Ponownie ptukano preparaty w 2x
SSC przez 5 minut i odwodniano w szeregu alkoholowym (EtOH 70%, 90%, 100%) przez 3 minuty,
nastgpnie preparaty pozostawiono do wysuszenia. Mieszaning hybrydyzacyjna przygotowywano

wedhlug sktadu przedstawionego w Tabeli 5.

Tabela 5. Sktad mieszaniny hybrydyzacyjnej

Skladnik Objetos¢
Formamid 100% 40 pl
Siarczan dekstranu 50% (podgrzany przed uzyciem) 16 pl
20x SSC 8 ul
10% SDS 4 ul

Wyznakowane genomowe DNA (300 ng):

o Thinopyrum elongatum 1-4ul
o Thinopyrum intremredium
o Secale cereale

Bloker (1500 ng):

o Triticum aestivum

6 ul

Calkowita objetos¢ / preparat 78 ul/ 38 ul

Mieszaning denaturowano przez 10 minut w 75°C, po czym stabilizowano na lodzie 10 minut.
Na preparat naktadano mieszanine po czym przykrywano je folig 1 poddawano denaturacji 70°C przez
4,5 minuty. Nastgpnie umieszczano je w wilgotnej komorze i inkubowano w cieplarce 37°C przez16-
24h. Po hybrydyzacji szkietka ptukano w 2x SSC, 42°C przez 5 minut, nastepnie 2 krotne ptukano w
0,1x SSC przez 5 minut 1 2xSSC przez 3 minuty w 42°C oraz 3 minuty w 2x SSC w temperaturze
pokojowej. Kolejno proby ptukano w 4x SSC z dodatkiem 0,2% Tween20 przez 5 minut i nalozono

przeciwcialo AntiDig (Roche) z Blocking Reagent (Sigma) w celu immunodenetkcji i inkubowano
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1 godzing w wilgotnej komorze w 37°C. Po tym czasie preparaty ptukano w 4x SSC z 0,2% Tween20
przez 8 minut w temperaturze 37°C, nastepnie ptukano w 2x SSC przez minutg. Preparaty poddano
dehydratacji w szeregu alkoholowym (70%, 90%, 100%) przez 1 minut¢. Wysuszone preparaty
zostaly zamknigte przy uzyciu DAPI + Vectashield (1,5ug/ml) (Vector Laboratories)

I przechowywano w ciemno$ci w temperaturze 4°C.

6.3.4 Analiza mikroskopowa 1 opracowanie wynikow

Preparaty analizowano za pomoca mikroskopu konfokalnego FVV3000 (Olympus, Japan) oraz
mikroskopu fluorescencyjnego BX53 (Olympus, Japan). Uzyskane obrazy opracowano w Adobe
Photoshop C6 (Adobe, San Jose, CA, USA) oraz FV31S-SW (Olympus).

6.4 Wyprowadzenie mieszancow - krzyzowanie

Rosliny mieszancowe pokolenia F1 uzyskano w wyniku krzyzowania pszenicy jarej (rodzic
zenski) z genotypem uzyskanym z banku gendow (zapylacz) w szklarni Katedry Genetyki i Hodowli
Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (maj/czerwiec 2021). W plastikowych donicach
wysiano 30 ziaren z kazdego genotypu w 4 powtorzeniach, co dwa tygodnie w celu synchronizacji
terminu dojrzato$ci znamion stupkéw form akceptorowych i1 terminu pylenia zapylaczy. Po
osiggnigciu odpowiedniego stadium, gdzie klosy sg jeszcze w pochwach lisciowych, a 1is¢ flagowy
osadzony jest 3-5 cm ponad pochwg, kwiaty form matecznych kastrowano metodg Tschermaka
(1921), w celu unikniecia samozapylenia. Pylniki roslin majg barwe zielong lub delikatnie zo6ttg. Po
uptywie 3-5 dni zbierano $wiezy pylek donora i zapylano wykastrowane kwiaty. Do krzyzowan
wybrano dobrze rozwinigte znamiona stupkéw w momencie rozwierania si¢ plewek, wywolanego
przez napgcznienie tuszczek miodnikowych. Zapylony klos izolowano przy pomocy torebek
papierowych i opisywano. Na podstawie ilosci wykastrowanych kwiatow oraz ich zapylenia, a takze
liczbe otrzymanych ziarniakow, przeprowadzono ocene efektywnosci krzyzowania. Uzyskane formy

mieszancowe F1 w latach 2022 oraz 2023 poddano samozapyleniu otrzymujac formy F2 oraz Fs.

6.5 Inokulacja roslin w stadium siewek mieszaning zarodnikow P. triticina

Inokulacja zostata przeprowadzona w komorze fitoronowej w Wielkopolskim Centrum
Zaawansowanych Technologii w Poznaniu. Zarodniki grzyba Puccinia triticina zostaty zebrane z
zainfekowanego doswiadczenia polowego zlokalizowanego na terenie Stacji Dos$wiadczalnej

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Dlon, Polska. (51°41'22"N 17°04"23"E). Pokolenie F3,
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linie donorowe, akceptorowe oraz linie bliskoizogeniczne z genami odporno$ci hodowano do stadium
2-go liscia (BBCH12) w kontrolowanych warunkach. Na poczatku doswiadczenia temperatura
komory wynosita 22°C, wilgotnos¢ wzgledna na poziomie 70-95%, z 16-godzinnym fotoperiodem,
natgzenie $wiatta: 250-300 pmol m? s. W przeddzien infekcji temperatura zostala ustawiona na
16°C. Mieszaning inokulacyjng przygotowano obliczajac ilo$¢ spor niezbedng do przygotowania
zawiesiny 5x10° spor/ml. Obliczenia ilosci Spor oraz obserwacje zywych zarodnikéw zostaly

wykonane wykorzystujac hemocytometr (Rycina 3).

Rycina 3. Zarodniki Puccinia triticinia wykorzystane do przygotowania mieszaniny inokulacjyjnej

Do inokulum dodano 1pg/ml Tween20. Rosliny spryskano za pomoca opryskiwacza
recznego z odlegtosci 10 cm. Inkubacja zostata przeprowadzona w warunkach wysokiej wilgotnosci
przez 24 godziny. Nastgpnie utrzymywano 16-godzinny fotoperiod z temperatura 25°C. Préby
fragmentéw lisci byly pobierane w 6 punktach czasowych 0 (przed inokulacja), 6, 12, 24, 48, 72
godziny po inokulacji, w trzech powtdrzeniach biologicznych. Pobrane fragmenty liSci zostaty
natychmiast zamrazane w ciektym azocie i przechowywane w -80°C. Po 14 dniach od inokulacji,
przeprowadzono obserwacje porazonych roslin w sze$ciu powtorzeniach, wedtug skali: 9 — stan

najlepszy (najkorzystniejszy), 5 — stan $redni (przecigtny), 1 — stan najgorszy (najmniej korzystny).
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7. Wyniki

7.1 Identyfikacja markeréw molekularnych sprzezonych z genami odpornosci
(P1, P2)

W ramach pracy przeanalizowano zmiennos$¢ alleliczng w loci Lr63, rownolegle z analizg
cytogenetyczng (Publikacja 1) (Tabela 6). Do identyfikacji genu wybrano markery Xbarc321 oraz
Xbarc57, wyniki wykazaty, ze oba markery mogg by¢ wykorzystywane do identyfikacji genu Lr63,
a ich obecnos$ci zwigzane s3 z kierunkiem udamawiania pszenicy oraz polimorfizmem wewnatrz-

1 miedzygatunkowym.

Tabela 6. Analiza molekularna markeréw sprzgzonych z loci genu Lr63 u pszenic diploidalnych

Genotyp Numer identyfikacyjny Gatunek Xbarc321 Xbarc57
- Cltr 17667 Triticum urartu - +
G3220 P1428316 Triticum urartu - +
Kaploutras P1225164 Triticum monococcum subsp. + i
monococcum
G3224 P1428011 Triticum monococcum subsp. + +
aegilopoides
84TK154- Triticum monococcum subsp.
028.00 PIS54513 aegilopoides " i
Kromeriz P1668147 Triticum monococcum subsp. + +
monococcum
A TRI 613/59 P1277130 Triticum monococcum subsp. + +
monococcum
UKR-99-075 P1614649 Triticum monococcum subsp. + i
aegilopoides
V.J. 388 P1290508 Triticum monococcum subsp. + N
monococcum
GRO5-052 PI662221 Triticum monococcum subsp. + i
aegilopoides
K930 P1307984 Triticum monococcum subsp. i N
monococcum
- Cltr 17664 Triticum urartu - -
2498 PI170196 Triticum monococcum subsp. + +
monococcum
WIR 18140 P1326317 Triticum monococcum subsp. + +
monococcum
SN-264 PI591871 Triticum monococcum subsp. + +
monococcum
SY 20033 P1487265 Triticum urartu - +

W ramach badan powyzszej pracy doktorskiej zaprojektowano oraz zoptymalizowano
6 kombinacji reakcji multipleks PCR, do jednoczesnej analizy markeréw molekularnych sprzgzonych
z genami odporno$ci (Publikacja 2). Do analizy genéw Lr19, Lr24, Lr26 oraz Lr38 zastosowano

markery odpowiednio: Xwmc221, Sr24#12, P6M12, Xwmc773. Zaprojektowanie reakcji sktadato si¢
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z 3 etapow: wybor skutecznych dostepnych markerow dla gendw, ktérych amplikony réznig sie
dlugos$cia, umozliwiajac identyfikacj¢ na zelu agarozowym; dostosowanie temperatury przytaczania
starterow przy uzyciu gradientu temperaturowego w celu unikni¢cia niespecyficznych produktow;
dostosowanie stgzenia starterow, do uzyskania czytelnych wynikow. Wybrane markery oraz
odpowiednie objetosci starterow umozliwity jednoczesng identyfikacj¢ czterech genéw gtownych w

ramach jednej reakcji PCR oraz kombinacje sktadajace si¢ z dwoch lub trzech genow. (Tabela 7).

Tabela 7. Objetosci starteréw oraz kombinacje reakcji multipleks PCR

Lp. Kombinacja Objetos¢ starterow [ul]
1. Lrl9+Lr26 0,8+0,8

2. Lr24 + Lr26 0,8+0,8

3. Lr19+Lr24 +Lr26 0,8+0,8+0,8

4. Lri9+ Lr26 + Lr38 0,8+0,8+0,8

5. Lr24 + Lr26 + Lr38 0,56+1,04+0,8

6. Lri9+ Lr24 + Lr26 + Lr38 0,8+0,48+1,12+0,8

7.2 Analiza molekularna oraz cytogenetyczna form donorowych i akceptorowych

W celu piramidyzacji genow gtéwnym przenalizowano 25 form donorowych oraz 2 formy
akceptorowe do identyfikacji genow zwigzanych z odpornos$cig na rdz¢ brunatng (Tabela 8). Z 25
genotypow wybrano 5, ktore byty wykorzystane do dalszych analiz: PI 578204 (Lr19, Lr38, Lr63);
Pl 572812 (Lr26, Lr38, Lr63); Pl 614023 (Lr19, Lr26, Lr38, Lr63); Pl 675464 (Lr24, Lr26, Lr38,
Lr63); P1 675466 (Lr24, Lr38, Lr63). W wybranych formach akceptorowych zidentyfikowano geny:

Lr38 oraz Lr63, dodatkowo w odmianie KWS Carusum potwierdzono obecnos¢ genu Lr24.

Tabela 8. Analiza molekularna form donorowych i akceptorowych
Gen (sprzezony marker molekularny)

Genotyp Lr19 Lr24 Lr26 Lr38 Lr63

(Xwmc221)  (Sr24#12) (P6M12)  (Xwmc773) (Xbarc273) (Xbarc57) (Xbarc321)
Cltr 14048 + - - + + - -
Cltr 17474
P1519178
P1519194
P1 520269
Pl 614022 - -
P1 614023 =
Pl 675464 - +
Pl 675466 - + -
GSTR 517 +
P1 578203
Pl 578204
P1 578205 - - - -

+ [+ |+
LI
LI
+ |+ |

+ [+ |+ |+

=+

|+

+ |+ |

1

1

1
|+ |+ [+
+ 1

+ [+ |+
||+ |||+ |+

1
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Pl 578206 +
Pl 578207
Pl 578208
Pl 578209
PI1 578210
Pl 578211 - - - -
P1578212 - - + +
Pl 587164 -
Pl 587165
Pl 587166
Pl 587167
Pl 587168
Mantra - - - +
KWS Carusum - + - +

+ |+ |+ |+

e e e o o e e e e e R
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Wybrane formy donorowe analizowano cytogenetycznie metoda GISH, w celu okreslenia
obecnosci translokacji segmentdw pochodzacych z obcych gatunkéow. Wyznakowane genomowe
DNA, umozliwilo identyfikacje fragmentdw pochodzacych z Thinopyrum elongatum (zoétty),
Thinpyrum intermedium (zielony) oraz Secale cereale (czerwony).

W genotypie Pl 578204 zidentyfikowano 42 chromosomy pszenicy, analiza GISH
potwierdzita obecno$¢ translokacji dtugiego ramienia 7DS.7DL-7Ae#1L z gatunku Thinopyrum
(Rycina 4.).

Genotyp PI 578212 jest linig disomiczng (42+2), uzyskang w wyniku krzyzowan wstecznych
z Thinopyrum intermedium, posiada dodatkowg par¢ chromosoméw homologicznych (Rycina 5).
Wyznakowane genomowe DNA Th. elongatum (zo6tty) oraz Th. intermedium (zielony) potwierdzity
obecno$¢ dodatkowej pary chromosomow. (Rycina 5b, 5d). W dystalnej czgéci dtugiego ramienia
chromosomu widoczna jest translokacja segmentu pochodzaca z Th. intermedium (zielony),
natomiast reszta chromosomu sktada si¢ z chromatyny pochodzacej z Th. elongatum (rézowy)
(Rycina 5f). Jednoczesna analiza potwierdzita w badanym genotypie obecnos¢ translokacji krotkiego

ramienia pochodzacego z zyta (czerwony) 1RS.1BL (Rycina 5c¢).
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Rycina 4. Ptytka metafazowa genotypu PI578204 z wykorzystaniem genomowej hybrydyzacji in situ (GISH) a) DAPI b) Thinopyrum intermedium (digoksygenina) c) Secale
cereale (rodamina) d) Thinopyrum elongatum (Atto647N) €) scalone

a b C
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Rycina 5. Ptytka metafazowa genotypu PI578212 z wykorzystaniem genomowej hybrydyzacji in situ (GISH) a) DAPI b) Thinopyrum intermedium (digoksygenina) c) Secale
cereale (rodamina) d) Thinopyrum elongatum (Atto647N) e) scalone f) dodatkowy chromosom




Rycina 6. Ptytka metafazowa genotypu P1614023 z wykorzystaniem genomowej hybrydyzacji in situ (GISH) a) DAPI b) Thinopyrum intermedium (digoksygenina) c) Secale
cereale (rodamina) d) Thinopyrum elongatum (Atto647N) €) scalone
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Podczas analizy akcesji PI 614023 obserwowano sygnaly wyznakowanych DNA
Th. elongatum oraz Th. intermedium w dtugim ramieniu chromosomu 7DS.7DL-7Ae#1L oprocz
regionu centromerowego (Rycina 6b, 6d). Dodatkowo wyznakowane rodaming (czerwony) DNA
zytnie umozliwito identyfikacje translokacje krotkiego ramienia chromosomu 1RS.1BL (Rycina 6c).

Genotyp PI 675464 charakteryzowat si¢ translokacja pochodzaca z gatunku Th. elongatum w
telomerowej czesci dugich ramion chromosomow (Rycina 7d, 7f). Dodatkowo w akcesji Pl 675464
obserwowano sygnaty pochodzace z zyta, §wiadczace o translokacji 1RS.1BL (Rycina 7c).

Analiza genotypu PI 675466 wykazata obecnos$¢ translokacji pochodzacej z Th. elongatmum

w dystalnej cze$ci dlugiego ramienia chromosomu (Rycina 8b, 8d, 8f)
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Rycina 7. Ptytka metafazowa genotypu P1675464 z wykorzystaniem genomowej hybrydyzacji in situ (GISH) a) DAPI b) Thinopyrum intermedium (digoksygenina) c) Secale
cereale (rodamina) d) Thinopyrum elongatum (Atto647N) €) scalone
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Rycina 8. Ptytka metafazowa genotypu P1675466 z wykorzystaniem genomowej hybrydyzacji in situ (GISH) a) DAPI b) Thinopyrum intermedium (digoksygenina) c) Secale
cereale (rodamina) d) Thinopyrum elongatum (Atto647N) e) scalone f) chromosom z translokacja

d C
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7.3 Krzyzowania

Do prowadzenia analiz w ramach pracy doktorskiej, przeprowadzono krzyzowania. W celu
uzyskania pokolenia F1 tacznie zapylono 2334 kwiatow odmian Mantra oraz KWS Carusum pytkiem
form donorowych, otrzymujac tacznie 171 ziaren. Ocena efektywnosci krzyzowania (CE) wyniosta
6,8 %. Z krzyzowania KWS Carusum x PI 578204 uzyskano 22 nasiona, KWS Carusum x PI 578212
uzyskano 4 ziarniaki, w krzyzowaniu odmiany Mantra x PI 578204 otrzymano 3 nasiona, natomiast
Mantra x PI 578212 jedno ziarno. Najbardziej efektywne byly kombinacje KWS Carusum x PI
614023, KWS Carusum x PI 675464 oraz Mantra x PI 614023, Mantra PI 675464 otrzymujac
odpowiednio: 34, 23 oraz 31, 30 ziarniaki. Z krzyzowania KWS Carusum x PI 675466 uzyskano 17

nasion, a z Mantra x PI 675466 - 6 nasion.

7.4 Analiza molekularna pokolen: Fi, F2 1 F3

Pokolenia roslin F1, F2 i Fs uzyskano za pomoca samozapylen otrzymanych form

mieszancowych.

7.4.1 Pokolenie F; z formg akceptorowg KWS Carusum

Uzyskane pokolenia analizowano reakcjag PCR z wykorzystaniem markerow molekularnych
sprzezonych z genami odpornosci. W ramach pokolenia F1 krzyzowania odmiany KWS Carusum
z formami donorowymi otrzymano 100 ziarniakow, analizy molekularne potwierdzity introgresje

genow w 58% uzyskanych roslin (Tabela 9).

Tabela 9. Analiza molekularna pokolenia F; uzyskanych z forma akceptorowa KWS Carusum

Gen (sprzezony marker molekularny)

Genotyp Lr19 Lr24 Lr26 Lr38 Lr63
(Xwmc221) (Sr24#12)  (P6M12)  (Xwmc773) (Xbarc273)  (Xbarc57) (Xbarc321)

KWS Carusum x PI 578204

44a + Nd. +

44b - + Nd. + -
44c H + Nd. + + +
44d - + Nd. + -
10la H i Nd. i i o
101b H + Nd. + + +
102a H + Nd. - + + +
104a H + Nd. + + + +
130a H + Nd. + + + +
130b H + Nd. + + + +
130c H + Nd. + + + +
130d H + Nd. + + + +
130e H + Nd. + + + +

TN
N



Nd.

130f

Nd.

1309
146a

Nd.
KWS Carusum x PI 578212

Nd.

66a
66b

Nd.

Nd.

66¢C

KWS Carusum x PI 614023

107a

107b
107c

107d
107e

107f

107g
107h

107i

107j

108a

108b
108c

109a

109b
109c

109d
109e

109f

1099
109h
127a

127b
127c

127d
127e

127f

1279
127h

127i

127]

128a

KWS Carusum x PI 675464

Nd.

49a
49b

Nd.

Nd.

49c
49d
49e

Nd.

Nd.

Nd.

49f
499

Nd.

Nd.

49h

Nd.

50a
50b

Nd.

Nd.

50c
50d

Nd.

Nd.

50e
50f

Nd.

43



509 Nd. + + + + + +
50h Nd. + + + + + +
50i Nd, + + + + + +
106a Nd. + + + + + +
106b Nd. + + + + + +
125a Nd, + + + + + +
KWS Carusum x PI 675466
57a Nd. - Nd. + + + H
117a Nd. + Nd. + + + -
132a Nd. + Nd. + + + H
132b Nd. + Nd. + + + H
132c Nd. + Nd. + + + H
132d Nd. + Nd. + + + H
132e Nd. + Nd. + + + H
132f Nd. + Nd. + + + H
132g Nd. + Nd. + + + H
132h Nd. + Nd. + + + H
132i Nd. + Nd. + + + H
132j Nd. + Nd. + + + H
132k Nd. + Nd. + + + H
1321 Nd. + Nd. + + + H

W formach mieszancowych KWS Carusum x PI 578204 uzyskano 14% roslin
heterozygotycznych pod wzgledem genu Lr19. Translokacja z genem Lr19 nie zostata wprowadzona
do genomu pszenicy jarej KWS Carusum z akcesji PI 614023, jednakze w roslinach uzyskanych
z wykorzystaniem tego doszto do introgresji genu odpornosci Lr26 zlokalizowanego na krotkim
ramieniu zyta IRS w 28%, natomiast z wykorzystaniem formy donorowej genotypu Pl 578212 w
100%. Ponadto translokacje z genem Lr26 zidentyfikowano we wszystkich mieszancach z donorem
Pl 675464. W roslinach uzyskanych w wyniku krzyzowania KWS Carusum z PI 675466
zidentyfikowano heterozygoty analizujac jeden z markeréw molekularnych Xbarc321 sprzezonego z
genem Lr63. W pozostatych mieszancach powyzej opisanych, analiza markera Xbarc321 wykazala
formy homozygotyczne. Drugi marker Xbarc57 sprzgzony z genem Lr63 zidentyfikowano we
wszystkich badanych ro$linach. Analizy genu Lr38 markerem Xbarc273, ktorego produkt
amplifikacji wynosi 230 pz potwierdzily jego obecno$¢ w badanych mieszancach. Obecnos¢ drugiego
markera Xwmc773, byta niemozliwa do stwierdzenia w 7 ro§linach KWS Carusum x PI 578204.
(Tabela 9).

7.4.2 Pokolenie F; z formg akceptorowa Mantra

Z mieszancOw pszenicy jarej Mantra uzyskano 71 ziarniakdéw, analiza PCR potwierdzita
introgresj¢ genow w 70% roslin (Tabela 10). Z krzyzowan formy akceptorowej Mantra z genotypami
pochodzacymi z banku gendéw uzyskano 71 ziarniakow, z czego w 70% roslin doszto do introgresji

badanych genow gtownych. (Tabela 10).
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Tabela 10. Analiza molekularna pokolenia F; uzyskanych z formg akceptorowg Mantra

Gen (sprzezony marker molekularny)

Genotyp Lr19 Lr24 Lr26 Lr38 Lr63
(Xwmc221)  (Sr24#12) (P6M12)  (Xwmc773) (Xbarc273)  (Xbarc57) (Xbarc321)

Mantra x PI 578204

58a H Nd. Nd. + + + +
58b H Nd. Nd. + + + +
T7a H Nd. Nd. + + + +
Mantra x PI 578212
114a Nd. Nd. + + + + +
Mantra x PI 614023
64a - Nd. - + + + +
64b - Nd. - + + + +
64c - Nd. - + + + +
64e - Nd. - + + + +
64f - Nd. - + + + +
649 - Nd. - + + + +
64h - Nd. - + + + +
72a + Nd. + + + + +
72b + Nd. + + + + +
72¢ + Nd. + + + + +
73a + Nd. + + + + +
73b + Nd. + + + + +
73c + Nd. + + + + +
86a - Nd. - + + + +
87a + Nd. + + + + +
98a - Nd. - + + + +
98b - Nd. - + + + +
98c - Nd. - + + + +
98d - Nd. - + + + +
98e - Nd. - + + + +
100a - Nd. - + + + +
100b - Nd. - + + + +
100c - Nd. - + + + +
122a - Nd. - + + + +
123a - Nd. - + + + +
134a + Nd. + + + + +
134b + Nd. + + + + +
134c + Nd. + + + + +
134d + Nd. + + + + +
134e + Nd. + + + + +
Mantra x PI 675464
69a Nd. + + + + + +
69b Nd. + + + + + +
69c Nd. + + + + + +
69d Nd. + + + + + +
69e Nd. + + + + + +
69f Nd. + + + + + +
699 Nd. + + + + + +
69h Nd. + + + + + +
69i Nd. + + + + + +
69j Nd. + + + + + +
69k Nd. + + + + + +
69l Nd. + + + + + +
69m Nd. + + + + + +
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70a Nd. + + + + + +
70b Nd. + + + + + +
70c Nd. + + + + + +
70d Nd. + + + + + +
70e Nd. + + + + + +
70f Nd. + + + + + +
709 Nd. + + + + + +
89a Nd. + + + + + +
89b Nd. + + + + + +
89c Nd. + + + + + +
89d Nd. + + + + + +
89%e Nd. + + + + + +
89f Nd. + + + + + +
899 Nd. + + + + + +
89h Nd. + + + + + +
Mantra x PI 675466
9la Nd. + Nd. + + + +
94a Nd. + Nd. + + + +
94b Nd. + Nd. + + + +
94c Nd. + Nd. + + + +
94d Nd. + Nd. + + + +
113a Nd. + Nd. + + + +

W otrzymanych mieszancach Mantra x PI 578204 wykorzystujac marker Xwmc221
zidentyfikowano dwa produkty amplifikacji: 200 pz i 220 pz co $wiadczy o heterozygotycznosci
ro§lin. W dalszych analizach form mieszancowych z donorem PI 614023 w 12 roslinach
obserwowano tylko jeden produkt o dlugosci 220 pz, potwierdzajgc obecno$¢ genu Lr19. Introgresje
genu Lr24 stwierdzono w 100% mieszancow form Mantra x PI 675464 i Mantra x PI 675466, do
analizy wykorzystano sprz¢zony z genem marker molekularny Sr24#12, ktory amplifikowat produkt
o dhugosci 500 pz. Translokacje ramienia zytniego chromomu 1RS niosgcego gen odpornosci Lr26
zidentyfikowano we wszystkich formach mieszancowych Mantra x P1 578212 i Mantra x P1 675464.
Dodatkowo translokacja ta obecna byta w 12 roslinach, gdzie forma donorowa byta akcesja PI
614023. Geny Lr38 oraz Lr63 analizowane markerami odpowiednio: Xwmc773, Xbarc273 oraz
Xbarc57, Xbarc321 zostaly wskazane we wszystkich badanych roslinach, w ktoérych forma
akceptorowg byta odmiana pszenicy jarej Mantra (Tabela 10).

7.4.3 Pokolenie F;, z formg akceptorowg KWS Carusum

Uzyskanie pokolenie F2> pochodzace z samozapylen mieszancow Fi1 poddano dalszym

analizom molekularnym (Tabela 11) (Tabela 12).
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Tabela 11. Analiza molekularna pokolenia F; uzyskanych z forma akceptorowa KWS Carusum

Gen (sprzezony marker molekularny)

Genotyp Lr19 Lr24 Lr26 Lr38 Lr63
(Xwmc221)  (Sr24#12) (P6M12)  (Xwmc773) (Xbarc273)  (Xbarc57) (Xbarc321)

KWS Carusum x PI 578204

130al H + Nd. + i + +
130a2 - + Nd. - + + +
130a3 - + Nd. - + + +
130a4 - + Nd. - + + +
130b2 H + Nd. - + + +
130b3 + + Nd. + i + +
130b4 H + Nd. + i + +
130b5 H + Nd. - + + +
130b6 - + Nd. - + + +
130b7 + + Nd. T + + +
130b8 H + Nd. + + + +
130b9 + + Nd. + + + +
130b10 H + Nd. il + + +
130b11 + + Nd. il + + +
130b12 + + Nd. + + i +
130cl - + Nd. - + + +
130c2 - + Nd. - + + +
130c3 - + Nd. - + + +
130c4 H + Nd. + + it +
130c5 H + Nd. + + + +
KWS Carusum x PI 614023
109al - + - - + + +
109a2 - + - - + + +
109a4 - + - - + + +
109a5 - + - - + + +
109a7 - + - - + + +
109a8 - + - - + + +
109a9 - + - - + + +
109a10 - + - - + + +
109all - + + = + + +
109a12 - + + = + + +
109a13 - + - - + + +
109al14 - + + - + + +
109a15 - + - - + + +
109d1 - + - - + + +
109d2 - + + o + + +
109e1 - + + - + + +
109f1 - + + - + + +
10912 - + + - + + +
109f3 - + + - + + +
1094 - + - - + + +
109h1 - + - - + + +
109h2 - + + - + + +
109h3 - + - - + + +
KWS Carusum x PI 675464

49b1 Nd. + + + + + +
49b2 Nd. + - + + + +
49b3 Nd. + + + + + +
49c1 Nd. + - + + + +
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49¢c2 Nd. + + + + + +
49c3 Nd. + - + + + +
50f1 Nd. + + + + + +
50f2 Nd. + + + + + +
106b1 Nd. + + + + + +
106b2 Nd. + + + + + +
106b3 Nd. + + + + + +
106b4 Nd. + + + + +

W mieszancach KWS Carusum x PI 578204 uzyskano 13 ro$lin, w ktérych zidentyfikowano
gen Lrl9, z czego w 8 przypadkach w formie heterozygotycznej, a 5 roslin wykazalo forme
homozygotyczng. Analiza markerem Sr24#12 potwierdzita u wszystkich badanych mieszancow gen
Lr24. W formach mieszancowych 130b2 oraz 130b5 nie zidentyfikowano markeru Xwmc773
sprzezonego z genem Lr38. Analizy pozostalych markerow potwierdzity ich obecno$¢ we wszystkich
analizowanych probach. (Tabela 11).

Z form mieszancowych F1 KWS Carusum x Pl 578212 (66a, 66b, 66c) oraz KWS Carusum
x PI 675466 (91a, 94a, 94b, 94c, 94d, 113a) nie udato si¢ uzyskac dalszych pokolen.

W drugim pokoleniu KWS Carusum x P1 614023 gen Lr19 zostat catkowicie wyeliminowany.
Analizy markerem P6M12 umozliwily zidentyfikowanie genu Lr26 obecnego na ramieniu zytnim 1R
w 9 roslinach, zostaly one wykorzystane do dalszych badan. Pomimo obecnosci jednego
z flankujacych markerow genu Lr38 - Xwmc773 w formie donorowej oraz akceptorowej, a takze
pokoleniu F1, marker ten nie amplifikowat produktu o dtugosci 143 pz w formach mieszancowych
F2. Markery: Xbarc273 sprz¢zony z genem Lr38 oraz Xbarc57 i Xbarc321 sprzezone z genem Lr63
zostaly zidentyfikowane we wszystkich analizowanych probach. (Tabela 11).

Z uzyskanego F2 w wyniku samozapylen roslin mieszancowych pokolenia F1 KWS Carusum
x PI 675464, nie u wszystkich roslin zidentyfikowano translokacje krotkiego ramienia zytniego
1RS.1BL. U 4 ro$lin (49b2, 49c1, 49¢3, 106b4) doszto do eliminacji obcej chromatyny niosacej gen
odpornosci Lr26. Analizy pozostatych markeréw wskazywaty na obecnosci badanych gendéw we

wszystkich formach mieszancowych F» (Tabela 11).

7.4.4 Pokolenie F;,z formg akceptorowa Mantra

Uzyskanie pokolenie F> pochodzace z samozapylen mieszancow Fi1 poddano dalszym
analizom molekularnym (Tabela 12).

Podczas analizy drugiego pokolenia Mantra x PI 578204 markerem Xwmc221 genotyp 58a2
charakteryzowal si¢ uktadem heterozygotycznym, jednoczesnie w badanej roslinie nie stwierdzono
obecnosci markera Xwmc773 sprzezonego z genem Lr38. Ponadto marker Xwmc773 nie
amplifikowat specyficznych produktow, w genotypach: 69¢l, 69¢2, 89d1 (Mantra x Pl 675464).
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Genotypy 69¢9 oraz 89d1 pochodzace z formy donorowej PI 645464, a takze forma 1l4al
pochodzaca z krzyzowan Mantra x PI 578212 charakteryzuja si¢ obecno$cia genu Lr26 (Tabela 12).

Analiza PCR z wykorzystaniem markera molekularnego Sr24#12 wykazata obecnos¢ genu
Lr24 w mieszancach uzyskanych z Mantra x PI 675464 w 9 genotypach, oraz w catym pokoleniu
pochodzgcym z Mantra x PI 675466. Flankujacy marker Xbarc273 amplifikowat specyficzny produkt

dla wszystkich analizowanych ros$lin. (Tabela 12).

Tabela 12. Analiza molekularna pokolenia F, uzyskanych z forma akceptorowa Mantra

Gen (sprzezony marker molekularny)

Genotyp Lr19 Lr24 Lr26 Lr38 Lr63
(Xwmc221)  (Sr24#12) (P6M12) (Xwmc773) (Xbarc273)  (Xbarc57) (Xbarc321)

Mantra x PI 578204

58al - Nd. Nd. - + + +
58a2 H Nd. Nd. - + + +
Mantra x PI 578212
114al Nd. Nd. + + + + +
Mantra x PI 675464
69el Nd. + - + + +
69e2 Nd. + + + +
69e3 Nd. + + + + +
69e4 Nd. + + + + +
69e5 Nd. + + + + +
69e6 Nd. + + + + +
69e7 Nd. + + +
69e8 Nd. - - + + +
69e9 Nd. + + + + = +
69h1 Nd. - - - + + +
69j1 Nd. + - + + + +
89d1 Nd. + + + + +
Mantra x PI 675466
94al Nd. + Nd. + +
94a2 Nd. + Nd. + + + +
94b1 Nd. + Nd. + +

Identyfikacja markera Xbarc321 sprzezonego z genem Lr63 amplifikujacego specyficzny
produkt o dlugosci 191 pz, mozliwa byta we wszystkich roslinach form mieszancowych Mantra x PI
578204, Mantra x PI578212, Mantra x P1647564. W pokoleniu F2 Mantra x P1675466 u roslin 94al
oraz 94bl nie zidentyfikowano markerow Xbarc321 oraz Xbarc57 sprz¢zonych z genem Lr63, co
moze $wiadczy¢ o eliminacji tego genu. Dalsze analizy Xbarc57 wykazaly brak oczekiwanych
produktéw w mieszancu pochodzenia Mantra x P1 675464 69¢9, w pozostatych roslinach uzyskanego
pokolenia F2 amplifikowat si¢ oczekiwany produkt 240 pz. (Tabela 12).

Form mieszancowych F2 Mantra x PI 614023 nie uzyskano z samozapylen z pokolenia Fi.
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7.4.5 Pokolenie F3z formami akceptorowymi KWS Carusum i Mantra

W celu dalszych badan wybrane formy mieszancowe pokolenia Fo: 130b7, 130c4, 109f3,

106b1, 114al, 89d1 oraz 94al wybrano do samozapylenia. Kazda forma zostala wysiania

w 6 powtdrzeniach, a nastepnie przeanalizowana markerami molekularnymi (Tabela 13).

Tabela 13. Analiza molekularna pokolenia F3

Gen (sprzezony marker molekularny)

Genotyp Lr19 Lr24 Lr26 Lr38 Lr63
(Xwmc221)  (Sr24#12) (P6M12) (Xwmc773) (Xbarc273)  (Xbarc57) (Xbarc321)
KWS Carusum x PI 578204
130b7.1 + - Nd. + + + +
130b7.2 + - Nd. + + + +
130b7.3 + - Nd. + + + -
130b7.4 + - Nd. + - + +
130b7.5 + - Nd. + + + -
130b7.6 + - Nd. + + + +
KWS Carusum x PI 578204
130c4.1 H + Nd. + + + -
130c4.2 - - Nd. + + + -
130c4.3 - + Nd. + + + -
130c4.4 H + Nd. + + + =
130c4.5 H + Nd. + + + -
130c4.6 H + Nd. + + + -
KWS Carusum x PI 614023
109f3.1 - + + - + + -
109f3.2 - + + - + + -
109f3.3 - + + - + + -
109f3.4 - + + - + + +
109f3.5 - + + - + + +
109f3.6 - + + - + + +
KWS Carusum x PI 675464
106b1.1 Nd. + + + + + -
106b1.2 Nd. + + + + + +
106b1.3 Nd. + + + + + +
106b1.4 Nd. + + + + + -
106b1.5 Nd. + + + + - +
106b1.6 Nd. + + + + + -
Mantra x PI 578212
114a1.1 Nd. Nd. + + + - -
114a1.2 Nd. Nd. + + + - -
114al1.3 Nd. Nd. - + + - -
114al1.4 Nd. Nd. + - + - -
114al1.5 Nd. Nd. - - + - -
114al.6 Nd. Nd. + + + 5 =
Mantra x PI 675464
89d1.1 Nd. i T+ - + - +
89d1.2 Nd. i T+ - + - +
89d1.3 Nd. i T+ - + - +
89d1.4 Nd. + + - + - +
89d1.5 Nd. + + - + - +
89d1.6 Nd. + + - + - +
Mantra x PI 675466
94a1.1 Nd. + Nd. + + - -
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94al.2 Nd. T+ Nd. T T
94al.3 Nd. T+ Nd. T T
94al.4 Nd. + Nd. + +
94al.5 Nd. + Nd. - +
94al.6 Nd. - Nd. + +

Pokolenie F3 poddano analizom molekularnym w celu potwierdzenia piramidzyacji genow
gtownych, do dalszych analiz poziomu ekspresji genow dla 8 form mieszancowych Fz (Tabela 13).

U form mieszancowych uzyskanych z KWS Carusum x PI 578204 zidentyfikowano gen
Lr19. W pokoleniu genotypu 130b7 stwierdzono obecno$¢ formy homozygotycznej, natomiast
w pokoleniu 130c4 forme heterozygotyczng u 4 roslin, w 2 probach doszto do eliminacji segmentu
niosacego analizowany gen. Ro$liny 130b7.1,2,3 amplifikowaly oczekiwane dtugosci produktéw dla
markerow zwigzanych z genami Lr38 oraz Lr63. W analizowanych ros$linach doszto do eliminacji
genu Lr24. U roslin 130c4.4,5,6 gen Lr24 jest obecny, reakcja PCR z wykorzystaniem markera
Xbarc321 nie amplifikowata produktow o dtugosci 191 pz.

W uzyskanych mieszancach F3z KWS Carusum x PI 614023 10913 zidentyfikowano geny
Lr24 i Lr26, a takze marker Xbarc273 sprzezony z genem Lr38 oraz Xbarc57 sprz¢zony z genem
Lr63. U roslin 109f3.1,2,3 doszto do eliminacji fragmentu z markerem Xbarc321 zwigzanego
Z genem Lr63.

Analizy mieszancow Fz KWS Carusum x PI 678564 106bl wykazaty, ze tylko u 2 roslin
106b1.2,.3 zostaty utrzymane geny Lr24, Lr26, Lr38 oraz Lr63 w identycznej formie poréwnujac do
pokolenia F».

Forma 114al, ktéra pochodzi od Mantra x PI 578212, charakteryzuje si¢ obecno$cia genow
Lr26 i Lr38 u roslin 114al.1,2,6, W analizowanym pokoleniu doszto do eliminacji genu Lr63.

Rosliny F3z (89d1) pochodzace z krzyzowania Mantra x PI 675464 cechuja si¢ obecnos$cia
genow Lr24 i Lr26, oraz amplifikujg produkty markerow Xbarc273 (Lr38) i Xbarc321 (Lr63).

U mieszancéw 94al.1,2,3 zidentyfikowano geny Lr24 i Lr38. W pokoleniu Fs doszto do

eliminacji genu Lr63.

7.5 Obserwacje po inokulacji mieszaning zarodnikow

Pokolenie Fz wybrane do dalszych analiz, formy donorowe, akceptorowe oraz linie Thatcher
z badanymi genami gldéwnymi w powyzszej pracy doktorskiej infekowano mieszaning zarodnikow
Puccinia trinicinia. Obserwacje przeprowadzono 14 dni po inokulacji patogenem, podane warto$ci
sg $rednig uzsykang z trzech powtorzen (Tabela 14). Obserwacje przeprowadzono w skali 9°, gdzie
9 — stan najlepszy (najkorzystniejszy), 5 — stan $redni (przecigtny), 1 — stan najgorszy (najmniej

korzystny). Uzyskane formy mieszancowe charakteryzowaly si¢ zréznicowana odpornoscia.
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Najwigksza odpornos¢ obserwowano w formie 10931, ktoéra pochodzi od KWS Carusum oraz
P1614023, Najwigksze porazenie zidentyfikowano na liSciach formy 130b7, uzyskang z krzyzowania
KWS Carusum x PI578204.

Wsrod form donorowych wykorzystanych w powyzszych analizach obserwowano odpornosc
na poziomie 7,5; jedynie genotyp PI578212 charakteryzowat wyzszg odpornoscig. U form

akceptorowych Mantra oraz KWS Carusum odporno$¢ oceniono na 7.

Tabela 14. Obserwacja badanych genotypow 14 dni po inokulacji patogenem Puccinia triticinia

Genotyp Obserwacje Genotyp Obserwacje Genotyp Obserwacje

89d1 6 KWS Carusum 7 Thatcher + Lr19 6

94al 7,5 Mantra 7 Thatcher + Lr24 7
114al 6,5 Pl 578204 7,5 Thatcher + Lr26 7
130b7 55 Pl 578212 8,5 Thatcher + Lr38 7
106b1 6,5 P1 614023 7,5 Thatcher + Lr63 8
109f3 8 Pl 675464 7,5
109f31 8,5 Pl 675466 7,5

130c4 8 Thatcher 6,5

52



7.6 Analiza poziomu ekspresji genow

Ekspresje genéw TaLrl9TLP1, PR2, PR9 i TaPrx107 na inokulacj¢ patogenem P. triticinia
analizowano u 8 form mieszancowych, 2 odmian pszenicy jarej, 5 genotypow wykorzystanych jako
formy donorowe, 5 genotypow Thatcher (TC) z pojedynczymi genami odpornosci oraz Thatcher
(Rycina 9).

Rycina 9. Diagram Venna przedstawiajacy obecno$¢ markeréw molekularnych sprzezonych z genami
odporno$ci u form mieszancowych, donorowych i akceptorowych; 2 — obecno$é markeréw Xwmc773,
Xbarc273; 34 — obecnoé¢ markeréw Xbarc57, Xbarc321

/ Thatcher N
N / TC+Lr24

I

o \

TCH+Lrl9

. /PI578204
130c43 // 130b7 /

-

TC+Lr38

Analize ekspresji gendw przeprowadzono w 6 punktach czasowych (0, 6, 12, 24, 48, 72 hpi).
Wyniki przedstawiono za pomoca map cieplnych, gdzie kazda mapa przedstawia forme
mieszancowy, donorowa, akceptorows, linie Thatcher z pojedynczymi genami odpornosci, ktore sa
w danej formie mieszancowej oraz genotyp Thatcher bez gendéw glownych. Dodatkowo

znormalizowane ekspresje genéw zestawiono w Tabeli 15 i 16.
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Tabela 15. Znormalizowana ekspresja genéw badanych po porazeniu patogenem Puccinia triticina

Genotyp Czas Gen Genotyp Czas Gen
TalLrl9TLP1 PR2 PR9 TaPrx107 TalLr19TLP1 PR2 PR9 TaPrx107
Oh 6,273 12,961 11,745 3,688 Oh 10,773 17,174 12,370 4,441
6h 58,842 5,280 141,759 16,452 6h 48,074 32,703 81,586 14,225
8941 12h 11,938 2,369 41,710 8,786 10913 12h 11,399 11,903 14,839 5,396
24 h 3,568 2,499 19,894 2,060 24 h 15,179 7,746 40,125 6,457
48 h 7,430 4,819 17,912 5,066 48 h 17,949 7,960 19,146 7,732
72 h 14,569 2,340 17,082 8,917 72 h 16,536 6,588 16,427 6,278
Oh 14,593 15,059 4,733 1,778 Oh 12,628 11,846 28,021 4,632
6h 81,986 6,755 46,937 7,751 6h 40,918 18,079 63,660 17,470
94al 12h 6,081 27,387 15,883 6,708 10931 12h 15,367 9,342 13,409 4,850
24 h 7,161 5,511 18,309 4,480 24 h 12,357 8,427 18,264 6,717
48 h 8,920 6,202 8,069 3,108 48 h 21,821 10,868 16,652 12,066
72h 15,280 10,036 16,437 4,333 72h 19,863 6,231 19,437 8,573
Oh 12,658 0,509 5,070 2,836 0h 4,775 43,079 4,752 2,273
6h 59,5625 0,085 53,660 7,901 6h 46,562 33,024 95,802 9,152
114al 12h 10,334 0,119 18,541 6,117 130c4 12h 23,572 7,861 15,075 8,044
24 h 8,162 0,096 31,888 1,557 24 h 9,942 8,538 16,423 3,936
48 h 19,016 0,053 14,299 4,318 48 h 15,046 9,050 20,349 5,167
72 h 15,841 0,063 8,774 3,669 72 h 17,900 5,604 18,339 7,650
Oh 6,139 25,181 14,602 4,498 Oh 9,831 20,490 2,895 1,424
6h 73,911 20,217 68,733 8,564 6h 65,558 21,488 149,598 10,988
130b7 12 h 7,581 13,895 17,178 4,003 KWS 12 h 8,030 6,281 10,892 2,978
24 h 16,113 5950 29,759 9,358 Carusum 24h 13,762 5,352 69,608 5,676
48 h 22,923 6,069 17,288 9,441 48 h 15,596 8,819 17,324 9,473
72 h 20,622 7,340 20,555 10,624 72 h 21,552 4,960 21,577 7,055
0h 11,453 19,314 15,899 8,847 Oh 9,933 8,182 3,000 0,498
6h 46,201 18,352 148,998 8,828 6h 71,752 19,954 103,064 8,848
106b1 12h 8,180 10,309 34,756 4,135 Mantra 12h 13,080 10,890 22,017 4,907
24 h 14,071 2,496 45,042 4,010 24 h 8,078 9,668 18,928 2,232
48 h 8,467 10,980 14,174 4,539 48 h 18,479 5,246 23,962 5,355
72h 16,116 2,854 12,194 5,533 72h 17,583 8,879 12,365 1,163




Tabela 16. Znormalizowana ekspresja gené6w badanych po porazeniu patogenem Puccinia triticina

Gen Gen
Genotyp Czas Genotyp Czas
TaLri9TLP1 PR2 PR9 TaPrx107 TaLri9TLP1 PR2 PR9 TaPrx107
oh 16,035 13,566 3.624 1,326 oh 12,887 2,792 4535 0,980
6h 60,067 22134 32,230 17,156 6h 116,475 4,267 21,130 6,585
12h 5271 13,569 13,687 7334 12h 0112 4912 16,712 1,603
PI578204 24 h 8,120 13,282 49,262 5,048 Thatcher 24 h 45,372 7,232 24,559 10,336
48 h 23,648 7773 30,868 10,293 48 h 65,235 1,723 20,711 2516
72 h 23,718 8,625 14,286 14,942 72h 50,693 7,939 23,024 10,045
oh 9,188 6,694 4,927 3,865 0h 31,013 11,356 9,894 5,878
6h 91,088 12,809 22,436 11,061 6h 74,646 17,732 27.324 3,589
12h 0,855 8,337 21,161 8,316 12h 0,818 12,915 10,389 8,300
PI578212 24 h 18,431 6,991 23.461 5,869 Thatcher+Lr19 — 7 25,884 5,091 30,997 3,062
48 h 13,598 11,663 17,431 12,219 48 h 25,896 8,044 12,810 3611
72 h 25,463 5.875 10,311 9724 72 h 50,267 7,983 13,990 7,725
oh 11,765 4222 3131 2,850 0h 15,010 0,100 10,019 6,958
6h 39,707 12,696 12,066 4,148 6h 207,247 0,360 50,954 9,717
12h 0576 5115 6,473 3,932 12h 0,329 0,033 6,679 3,022
P1614023 24 h 47720 9,730 51,002 13,159 Thatcher+Lr2d — 7 21,079 0,028 28,422 2,545
48 h 13,503 9,676 9,775 3,884 48 h 40,884 0,047 18,125 3,139
72 h 37,840 2,388 3,960 3,606 72 h 28,568 0,082 54,817 4,860
oh 7.190 0,073 4,063 2,505 oh 16,048 29,859 203,391 11,666
6h 48,452 0,105 51,860 12,436 6h 87,752 15,677 171,934 5324
12h 0,122 0,086 7.829 1,591 12h 0,630 18,676 49,705 2217
PI675464 24 h 38.004 0,146 41,033 13.298 Thatcher+Lr26 — - 24820 12,163 45,639 2,908
48 h 3,713 0,279 8,526 2717 48 h 28,499 6,104 25,358 5,866
72h 25,728 0,159 8,286 8,098 72 h 51,546 5251 12,145 2,504
oh 5,019 0,083 1,047 1,406 0h 23,338 6,902 11,802 7,465
6h 82,394 0,069 10,796 9,596 6h 88,039 13,509 30,069 10,258
12h 0431 0,155 20,872 5544 12h 1,360 8,544 22,053 6,649
PI675466 24 h 25593 0,077 22,676 8,423 Thatcher+Lr38 — 69,244 6,148 20,366 6,717
48 h 23,729 0,076 15,966 8,488 48 h 33,474 6,422 11,776 4.230
72 h 21,072 0114 17,672 7581 72 h 30,979 4,466 13,034 5,176
0h 8,155 14,153 10,049 6,119
6h 136,727 22,088 69,150 3,836
12h 1,143 6,495 25,572 4624
Thatcher+Lré3 47, 24,009 3,356 21,324 3,241
48 h 16,432 9,475 53,515 6,039
72 h 47,606 6,303 18,386 2,459
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7.6.1 Analiza genu TaLr19TLP1 (PR5)

Wszystkie badane genotypy natychmiast po inokulacji (6 hpi) wykazywaly znaczny wzrost
poziomu ekspresji genu (Rycina 10) (Tabela 17) (Tabela 18). W 12 hpi warto$ci ekspres;ji
w genotypach P1578204, PI578212, P1675466, P1675464, P1614023, TC+Lr19, TC+Lr24, TC+Lr38,
TC+63, KWS Carusum, 94al obserwowano najnizsze poziomy ekspresji genu TalLrl9TLP1.
U pozostatych roslin poziomy ekspresji rowniez reagowaly spadkiem wartosci. Warto zaznaczyc¢, ze
pomimo znacznej redukcji wartosci w 12 hpi po inokulacji, ekspresja poziomu u form
mieszancowych nie spadta ponizej poziomu genotypu Thatcher (genotyp podatny). W kolejnych
godzinach obserwowano wzrost poziomu u form: 94al, 130b7, 106b1, 109f3. U mieszancéw: 114al,
89d1, 130c4, 109f31 wykazano dalszy powolny spadek poziomu ekspresji genu. W godzinie 48, 72
hpi poziomy ekspresji stopniowo wzrastaly u roslin: 89d1, 130c4, 106b1. U pozostalych mieszancow
w 72 hpi obserwowano spadek wartos$ci.

Zastosowany Test Kotmogorowa-Smirnowa zostat zaliczony dla wszystkich kombinacji gen
x genotyp z wyjatkiem 89d1, 94al, Mantra, Thatcher + Lr24 (warto$ci p wyniosty odpowiednio:
0,01119; 0,01619; 0,03014; 0,01228) (Tabela 16) (Tabela 17).

Wzrost poziomu ekspresji po inokulacji mieszaning zarodnikow w 6 hpi byl istotny
statystycznie dla genotypow: 89d1, 114al, 130b7, 106b1, 109f31, KWS Carusum, Mantra, P1578204,
P1578212, P1614023, TC+Lr26, TC+Lr38 (Tabela 16) (Tabela 17).

Porownanie profili ekspresji genu TaLr19TLP1 migdzy mieszancami przeprowadzono za
pomoca analiza korelacji (Rycina 10i). Sposréd badanych mieszancow wykazano bardzo silne
korelacje dla wszystkich form mieszancowych. Korelacje idealng rowng 1 z poziomem istotnosci p
< 0,001 zaobserwowano miedzy 130b7 a 109f3. Bardzo silne korelacje (0,98 i 0,97, p < 0,001)
wystepowaly mi¢dzy mieszancami: 89d1 i 94al, 89d1 i1 114al, 94al i 114al, 94al 1 106b1, 114al
i 130b, 114al i 109f3, 114al i 109f31.
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Rycina 10. Mapy ciepta przedstawiajace profile ekspresji genu TaLr19TLP1 po inokulacji patogenem. Kazda mapa przedstawia form¢ mieszaficowa, forme akceptorowa,
donorowa, linie izogeniczne Thatcher z genami ktore sa obecne w formie mieszancowe;j oraz linie Thatcher; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001

a 200 ‘I 200 c 200
94a1 - 89d1 - 6.3 58.8 19 36 7.4 146

114a1- 127 50.5 10.3 82 10.0 15.8 14.6 82.0 6.1 7.2 89 15.3
175 175 175
Mantra - 9.9 718 131 8.1 18.5 176
Mantra- 9.9 718 131 8.1 18.5 176 150 Mantra- 9.9 7.8 131 8.1 185 17.6 150 150
PI675464 - 7.2 48.5 0.1 389 37 257
125 125 125
PI578212- 9.2 09 184 136 255 PIE75466 - 5.0 824 0.4 256 23.7 211 thatchersze R - - e P —
100 100 100
Thatcher+Lr26-  16.0 - 06 248 285 515 Thatcher+Lr24-  15.0 - 03 11 409 286 Thatcher+Li26 - - L 248 28,3 313
-75 75 -75
Thatcher+Lr38 - 23.3 - 14 69.2 335 310
Thatcher+Lr3g - 233 - 14 692 335 Lo - 50 Thatcher+Lr38 - 23.3 - 14 69.2 335 310 -50 -50
Thatcher+Lr63 - 8.2 11 24.0 16.4 476
. -5 - -25 -25
Thatcher-  12.9 116.5 01 454 65.2 50.7 Thatcher -  12.9 1165 01 45.4 65.2 50.7 Thatcher TS o oo =5 T
] ) ’ y Y -0 1 . ' ’ ' -0 v ‘ Y ’ ' -0
0 hpi 6 hpi 12 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi 0 hpi & hpi 12 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi 0 hpi 6 hpi 12 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi
200 e 200 f 200
13007 - 6.1 739 76 161 22.9 206 130c4- 4.8 6.6 236 9.9 15.0 179 106b1- 115 46.2 82 141 85 16.1
175 175 175
KWS Carusum - 98 656 80 138 156 26 KWS Carusum - 9.8 65.6 8.0 138 15.6 216 KWS Carusum - 9.8 65.6 8.0 13.8 15.6 216
150 150 150
PIS78204 -  16.0 60.1 53 81 236 237 PI67Sa64 - 7.2 485 0.1 389 37 257
PI578204 - 16.0 60.1 53 8.1 236 237 125 125 125
Thatcher+Lr19-  31.0 74.6 08 259 25.9 50.3 Thatcher+Lr24 - 15.0 - 03 211 40.9 286
Thatcher+Lr19 - 310 74.6 0.8 259 25.9 50.3 100 100 100
Thatcher+Lr24 - 15.0 - 0.3 211 40.9 28.6 Thatcher+Lr26 - 16.0 - 0.6 24.8 2855 515
Thatcher+Lr3g - 233 - 14 69.2 335 310 [ 75 - 75 - [ 75
Thatcher+Lr38 - 23.3 14 692 335 31.0 Thatcher+Lr38 - 23.3 14 69.2 335 310
Thatcher+Li63 - 8.2 o om0 164 ars % - = - %
Thatcher+Lr63 - 8.2 1 11 240 16.4 476 Thatcher+Lr63 - 8.2 1 11 24.0 16.4 416
-25 -25 -25
Thatcher-  12.9 0.1 454 65.2 50.7 Thatcher-  12.9 0.1 45.4 65.2 50.7 Thatcher-  12.9 0.1 454 65.2 50.7
] ) ’ y Y -0 1 . ' ; ' -0 v ‘ ' ’ ' -0
0 hpi 6 hpi 12 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi 0 hpi 6 hpi 12 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi 0 hpi 6 hpi 12 hpi 24 hpi 48 hpi 72 hpi
.
200 h 200 ]. 1.00
109/3- 108 48.1 1.4 152 17.9 165 100031~ 126 209 15.4 124 218 199 89d1
175 175 0.8
KWS Carusum - 9.8 65.6 B.0 138 158 216 KWS Carusum - 9.8 65.6 8.0 138 15.6 216 94al
150 150 096
PI614023 - 118 307 06 a17 135 378 PIG14023- 118 39.7 06 a7 135 378 114a1
125 125  0ss
Thatcher+Li24 - 15.0 - 03 211 40.9 286 ThatchersLr24 - 15.0 - 0.3 211 40.9 28.6 13007 - -
100 100
Thatcher+Lr26 - 16.0 - 0.6 248 28.5 515 Thatcher+Lr26 - 16.0 - 0.6 248 285 515 10651 - 092
-75 -75
Thatcher+Lr38 - 233 - 14 692 335 310 Thatcher+Lr38 - 23.3 - 14 69.2 335 31.0 109f3 - - 0.90
- 50 - 50
Thatcher+Lr63 - 8.2 11 24.0 16.4 416 Thatcher+Lr63 - 8.2 11 24.0 16.4 4.6 109f3.1- 095 0.88
-25 -25 -
Thatcher-  12.9 01 154 65.2 50.7 Thatcher-  12.9 01 454 65.2 50.7 130c4- 094 I 0.86
' ) ] ' , -0 ' . . ; : -0 = r : ; "
0 hpi 6 hpi 12 hpi 2ahpi 4B hpi 72 hpi 0 hp 6 hpi 12hpi 24hpi  a8hpi 72 hpi 8941 11421 13007 109/3 109131 130c4

57



Tabela 17. Zmiany poziomu ekspresji genu TaLr19TLP1 po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Zmiana po Test Zmiana po Test
Genotyp Czas inokulacji Kolmogorowa- Test Test Genotyp Czas inokulacji Kolmogorowa- Test Test
(TaLErl/g-r:Lpl) Smirnowa Levene’a  t-Studenta (TaLI‘rZI}g'Ih'LPl) Smirnowa Levene’a t-Studenta
Oh 0,01119 Oh 0,08934
6h 9,38 0.1968 0,022832 6 h 4,46 0.1904 0,084408
89d1 12h 1,90 0.7056 0,152746 1093 12 h 1,06 0.8983 0,834859
24 h 0,57 0.6269 0,433857 24 h 1,41 0.8567 0,134053
48 h 1,18 0.9825 0,771887 48 h 1,67 0.4877 0,141203
72h 2,32 0.1992 0,034437 72h 1,53 0.9294 0,098893
Oh 0,01619 Oh 0,524
6h 5,62 0.4119 0,091881 6h 3,24 0.5242 0,00009
94a1 12h 0,42 0.6129 0,066505 1093.1 12h 1,22 0.5285 0,633568
24 h 0,49 0.7257 0,107926 24 h 0,98 0.5044 0,939263
48 h 0,61 0.7593 0,19821 48 h 1,73 0.1766 0,403264
72h 1,05 0.8261 0,890584 72h 1,57 0.994 0,037014
0h 0,24191 Oh 0,06734
6h 4,70 0.8076 0,000427 6 h 9,75 0.2768 0,139903
12 h 0,82 0.5691 0,581717 12h 4,94 0.414 0,148493
114al 24 h 0,64 0.6923 0,520726 130c4 24 h 2,08 0.2421 0,370719
48 h 1,50 0.6785 0,342708 48 h 3,15 0.3044 0,070946
72h 1,25 0.9404 0,555478 72h 3,75 0.9234 0,003145
Oh 0,14112 0h 0,03694
6 h 12,04 0.1508 0,034666 6 h 6,67 0.3435 0,010938
130b7 12 h 1,23 0.7067 0,619845 KWS 12 h 0,82 0.821 0,769116
24 h 2,62 0.7122 0,063538 Carusum 24 h 1,40 0.7717 0,520395
48 h 3,73 0.3653 0,054824 48 h 1,59 0.4479 0,298259
72 h 3,36 0.7494 0,019616 72 h 2,19 0.4136 0,069927
Oh 0,11395 O0h 0,03014
6 h 4,03 0.485 0,00241 6 h 7,22 0.952 0,000861
106b1 12h 0,71 0.5132 0,560252 Mantra 12 h 1,32 0.8082 0,642628
24 h 1,23 0.5534 0,642844 24 h 0,81 0.8806 0,789358
48 h 0,74 0.5268 0,594755 48 h 1,86 0.2754 0,164888
72h 141 0.3951 0,398993 72h 1,77 0.8048 0,381193
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Tabela 18. Zmiany poziomu ekspresji genu TaLr19TLP1 po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Zmiana po Test Zmiana po Test
Genotyp Czas inokulacji Kolmogorowa- Test Test Genotyp Czas inokulacji Kolmogorowa- Test Test
(TaLrl9TLP) . Levene’a t-Studenta (TaLrl9TLP) . Levene’a t-Studenta
Smirnowa Smirnowa
T/0h T/0Oh

0h 0,54426 0h 0,45644
6h 3,75 0.9073 003121 6h 9,04 0.324 0,122782
pI578204 12N 0,33 0.4905 0,379603 Thatcher 12h 0,01 0.2037 0,062337
24h 0,51 0.4164 0,495155 24h 3,52 0.9265 0,007722
48h 147 0.357 0,501851 48h 5,06 0.3511 0027956
72h 148 0.7151 0,562445 72h 3,03 0.3021 0,063064

oh 0,12351 oh 0,51556
6h 9,01 0.2771 0,003445 6h 2.41 0.1822 0,065509
12h 0,09 0.5198 0,007642 12h 0,03 0.2586 0,000086
PI578212  —, 2.01 0.3214 0,287544 Thatcher+Lrl9  — 0,83 0.4272 0,438501
48h 1,48 0.4449 0,340747 48h 0,83 0.6814 0,228041
72h 2,77 0.411 0,166744 72h 1,62 0.6622 0,009281

oh 0,85109 oh 001228
6h 3,38 0.9023 0013912 6h 1381 0.2031 0,066265
12h 0,05 0.2156 0062779 12h 0,02 0.1987 0,005969
P1614023  — 406 0.3707 0,078308 Thatcher+Lr2d  — 1,40 0.3249 0,482118
48h 1,15 0.6672 0,754604 48h 272 0.8809 0,002259
72h 3,22 0.5651 0,034124 72h 1,90 0.9022 0,035298

oh 0,28152 oh 0,58999
6h 6,74 0.3384 0,055596 6h 5,47 0.4306 0,004317
12h 0,02 0.1217 0,087426 12h 0,04 0.3946 0,03017
PI675464  — 5,41 0.2675 0,089633 Thatcher+Lr26  —, 1,55 0.5505 0,598065
48h 0,52 05901 0,404551 48h 1,78 0.7048 0,194004
72h 3,58 05719 0,070002 72h 321 0.5301 001813

oh 0,27603 oh 0,26394
6h 16,42 0.3448 0,087369 6h 3,77 0.3795 0,048133
12h 0,09 0.3494 0,001434 12h 0,06 0.1577 0026768

PI675466 — 5,10 0.1658 0,057004 Thatcher+Lr38  —, 2.97 0.3161 0,3719

48h 473 0.3555 0,264954 48h 1,43 0.7094 0,458427
72h 4.20 0.1501 0,042567 72h 1,33 0.8178 0,530206

0h 0.18127
6h 16,77 0.2931 0,078188
12h 0.14 0.3832 0,290209
Thatcher+Lr63  — 2.04 0.4523 0,276349
48h 2,02 0.9688 0,351218
72h 5,84 05791 0,036381
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7.6.2 Analiza genu PR2

Profile poziomu ekspresji genu PR2 byty zréznicowane u analizowanych genotypow. Formy
114al, 89d1, 130b7, 130c4, 106b1l, TC+Lr26 wykazywaly najwyzszy poziom ckspresji przed
inokulacjg (Rycina 11) (Tabela 19) (Tabela 20). W dalszych godzinach obserwowano spadek
poziomu ekspresji genu natomiast w 48 hpi i 72 hpi dochodzito do delikatnego wzrostu wartosci,
oprocz linii TC+Lr26. U form 130b7, 130c4, 106b1 w 6 hpi mimo spadku warto$¢ ekspresji genu
byta on zblizona do wyjsciowego poziomu. Genotypy: 114al, P1675464, P16754466, TC+Lr24
charakteryzowaly si¢ najnizsza wartoscig w obrebie badanych form, w 6 hpi zaobserwowano spadek
poziomu ekspresji i utrzymywata si¢ do 72 hpi. Formy 109f3, 109f31, KWS Carusum, P1578204,
P1578212, P1614023, TC+Lr19, TC+Lr38, TC+Lr63 charakteryzowaly si¢ podniesieniem warto$ci
ekspresji po inokulacji w 6 hpi, a nastepnie nastgpowato obnizenie poziomu ekspresji genu. Genotyp
94al tuz po stresie (6 hpi) zareagowal spadkiem wartosci, w 12 hpi nastapit wzrost, znacznie
przekraczajac wartos¢ przed inokulacja.

Test Kotmogorowa-Smirnowa zostat zaliczony dla wszystkich kombinacji gen X genotyp
z wyjatkiem 94al, 114al, 130c4 (warto$ci p wyniosty odpowiednio: 0,03949; 0,02482; 0,02506)
(Tabela 18) (Tabela 19).

Poréwnanie profili ekspresji genu PR2 migdzy mieszancami przeprowadzono za pomoca
analiza korelacji (Rycina 11i). Sposrod badanych mieszancoéw wykazano zréznicowane korelacje dla
form mieszancowych. Korelacja bardzo silna (p < 0,01) wystepuje miedzy 89d1 i 114al (0,92),
130b7 i 130c4 (0,93) oraz 109f3 i 10931 (0,94). Warto zauwazy¢, ze formy 109f3, 10931 i 130b7,
130c4 posiadajag wspdlne formy donorowe. Stabe korelacje wykazano pomigdzy mieszancem 94al

1 pozostatymi mieszancami, oraz migdzy 114al 1 10931, 114 1 10913, 89d1 1 109131, 89d1 1 10913.
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Rycina 11. Mapy ciepta przedstawiajace profile ekspresji genu PR2 po inokulacji patogenem. Kazda mapa przedstawia form¢ mieszancows, formg¢ akceptorows, donorowa,
linie izogeniczne Thatcher z genami ktore sg obecne w formie mieszancowej oraz linie Thatcher; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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Tabela 19. Zmiany poziomu ekspresji genu PR2 po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Zmiana po Test Zmiana po Test
inokulacji Test Test inokulacji Test Test
Genotyp Czas (PR2) Kolmogorowa- Levene’a  t-Studenta Genotyp Czas (PR2) Kolmogorowa- Levene’a t-Studenta
Smirnowa Smirnowa
T/Oh T/Oh

Oh 0,23457 Oh 0,19529

6h 0,41 0.3216 0,352662 6 h 1,90 0.7011 0,200879
89d1 12h 0,18 0.2069 0,205027 109f3 12 h 0,69 0.4299 0,359616

24 h 0,19 0.1878 0,206983 24 h 0,45 0.3656 0,131045

48 h 0,37 0.3822 0,339028 48 h 0,46 0.5082 0,154841

72 h 0,18 0.1776 0,200268 72 h 0,38 0.6776 0,135344

Oh 0,03949 0h 0,60729

6h 0,45 0.4236 0,275425 6h 1,53 0.7389 0,213162
94al 12 h 1,82 0.4526 0,451397 109f3.1 12 h 0,79 0.3242 0,518066

24 h 0,37 0.3588 0,215829 24 h 0,71 0.8444 0,481971

48 h 0,41 0.5282 0,26589 48 h 0,92 0.9562 0,853025

72h 0,67 0.7965 0,552064 72h 0,53 0.4073 0,197334

Oh 0,02482 0h 0,02506

6h 0,17 0.2965 0,373233 6h 0,77 0.8337 0,60851
114al 12 h 0,23 0.372 0,414301 130c4 12 h 0,18 0.1712 0,040038

24 h 0,19 0.3497 0,386585 24 h 0,20 0.1899 0,042936

48 h 0,10 0.3191 0,342005 48 h 0,21 0.2315 0,046569

72 h 0,12 0.3335 0,335821 72 h 0,13 0.2349 0,035154

Oh 0,326 Oh 0,15626

6h 0,80 0.6854 0,623209 6h 1,05 0.859 0,92231
130b7 12h 0,55 0.9847 0,363813 KWS 12h 0,31 0.329 0,130668

24 h 0,24 0.1472 0,063514 Carusum 24 h 0,26 0.3377 0,114063

48 h 0,24 0.1522 0,06476 48 h 0,43 0.3662 0,198173

72 h 0,29 0.3451 0,092801 72 h 0,24 0.4629 0,118277

Oh 0,25453 Oh 0,66986

6h 0,95 0.7134 0,963139 6h 2,44 0.6179 0,009388

12h 0,53 0.5103 0,639793 12 h 1,33 0.5696 0,592101
106b1 24h 0,13 0.37 0,380022 Mantra 24h 1,18 0.8251 _ 0,684751

48 h 0,57 0.526 0,666223 48 h 0,64 0.8116 0,34808

72 h 0,15 0.343 0,387565 72h 1,09 0.5351 0,925945
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Tabela 20. Zmiany poziomu ekspresji genu PR2 po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Zmiana po Test Zmiana po Test
Genot Cras inokulacji Kol Test Test Genot Czas inokulacji Kol Test Test
yp (PR2) 0lMOZOrowa-  .vene’a t-Studenta yp (PR2) 0MOBOrowa- . vene’a t-Studenta
Smirnowa Smirnowa
T/0h T/0h
0h 0,74286 0h 0,22863
6h 1,63 0.828 0,392994 6h 153 0.2415 0591357
12h 1,00 0.9743 0,999783 12h 1,76 0.367 0,6324
PI578204  — 1 0,98 0.6064 0.965592 Thatcher 24h 2.59 0.1878 0331275
48h 0,57 0.2049 0,335091 48h 0,62 0.7988 0,387745
72h 0,64 0.3153 0,421353 72h 2,84 0.386 0,266049
oh 0,83535 0h 0,78445
6h 101 0.6275 0,095353 6h 1,56 0.7026 0,228999
12h 1,25 0.6795 0,601245 12h 1,14 0.4202 0,601232
P1578212 24 h 1,04 0.534 0917713 | 1hatcher+Lrl9 — 0,45 0.3847 0,08282
48h 1,74 0.4609 0,405716 48h 0,71 0.9188 0,409273
72h 0,88 0.9559 0,817149 72h 0,70 0.8056 0,364884
oh 0,39292 0h 0,06188
6h 3,01 0.2426 0,115575 6h 3,60 0.2871 0210554
12h 121 05155 0,608787 12h 0,33 0.4743 0,231804
P1614023 24h 2,30 0.2298 0156336 | hatcher+Lr2d — = 0,28 0.3266 017731
48h 2,29 0.2103 0,07403 48h 0,47 0.4543 0,322766
72h 0,57 0.4979 0,159038 72h 0,82 0.9585 0,780275
oh 04876 0h 0,23732
6h 145 0.8275 0,581352 6h 053 0.1469 0,371493
12h 1,19 0.7098 0,825952 12h 0,63 0.4299 0,511687
P1675464 24h 2,01 0.6165 0139206 | 1hatcher+Lr26 — = 0,41 0.2241 0,285855
48h 3,83 0.4005 0,134221 48h 0,20 0.1941 0,170682
72h 2,19 0.4908 0,085355 72h 0,18 0.1622 0,156502
oh 0,30941 0h 0,72957
6h 0,83 0.3887 0,756275 6h 1,96 0.3992 0,0245
12h 1,87 0.3898 0,403946 12h 1,04 0.6912 0.17417
P1675466 24h 0,93 0.6892 0860186 | |hatcher+Lr38 — 0,89 0.4261 0,637419
48h 0,01 0.6172 0,705126 48h 0,93 0.4236 0,865652
72h 1,37 0.4335 0,626197 72h 0,65 0.4776 0,116626
0h 0,23681
6h 1,56 0.4072 0,408695
12h 0,46 0.3409 0,41342
Thatcher+Lr63 — = 0.24 0.2762 0,259648
48h 0,67 0.2635 0,598496
72h 0,45 0.3781 0,408496
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7.6.3 Analiza genu PR9

Profil ekspresji genu PR9 w analizowanych charakteryzowatl si¢ u wszystkich genotypow
w podobny wzorze (Rycina 12) W odpowiedzi na stres (6 hpi) nastgpowal nagly wzrost poziomu
ekspresji genu, z wyjatkiem TC+Lr26 gdzie poziom przed inokulacja byt wyzszy niz po inokulacji.
Najwigkszy przyrost obserwowano u odmian Mantra i KWS Carusum (istotne statystycznie p < 0,01)
(Tabela 20.). W kolejnym punkcie czasowym wsrod badanych roslin nastepowal znaczny spadek
poziomu ekspresji genu u analizowanych roslin, po czym ponownie w 24 hpi obserwowano wzrost
warto$ci poziomu ekspresji, z wyjatkiem genotypow 89d1, TC+Lr38, ktore charakteryzowaly si¢
statym spadkiem poziomu ekspresji genu od 12 hpi (istotne statystycznie p < 0,01) (Tabela 21)
(Tabela 22). Analiza genu PR9 u form otrzymanych w wyniku krzyzowania w 6 hpi wykazywata
wyzsze poziomy od linii podatnej Thatcher.

Test Kolmogorowa-Smirnowa zostat zaliczony dla wszystkich kombinacji gen x genotyp
z wyjatkiem 10913, 130c4, KWS Carusum, Mantra, TC+Lr26 (warto$ci p wyniosly odpowiednio:
0,03378; 0,00113; 0,01085; 0,01413; 0,01413) (Tabela 21) (Tabela 22).

Poréwnanie profili ekspresji genu PR9 miedzy mieszancami przeprowadzono za pomoca
analiza korelacji (Rycina 12i). Sposrod badanych mieszancow wykazano silne korelacje dla
analizowanych form mieszancowych. Najsilniejsza korelacja wystepuj¢ pomiedzy 130b7 i 10913 oraz
130b7 i 106bl (p < 0,001). Korelacja umiarkowana wynoszaca 0,76 wystepuje pomiedzy
mieszancami 114al i 109f31.
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Rycina 12. Mapy ciepta przedstawiajace profile ekspresji genu PR9 po inokulacji patogenem. Kazda mapa przedstawia form¢ mieszancows, formg¢ akceptorows, donorowa,
linie izogeniczne Thatcher z genami ktore sg obecne w formie mieszancowej oraz linie Thatcher; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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Tabela 21. Zmiany poziomu ekspresji genu PRI po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Zmiana po

Zmiana po

Genot C inokulacji Kol Test Test Test Genot C inokulacji Kol Test Test Test
enotyp 2as (PR9) OSIr;l?rgnogv?/:a- Levene’a  t-Studenta enotyp 2as (PR9) Osm?ljgnoc:.v(\)/:a- Levene’a t-Studenta
T/Oh T/0Oh
Oh 0,05559 Oh 0,03378
6 h 12,07 0.1345 0,097255 6 h 6,60 0.1655 0,148758
89d1 12 h 3,55 0.5766 0,027835 109f3 12 h 1,20 0.7244 0,734382
24 h 1,69 0.4206 0,593334 24 h 3,24 0.3605 0,83122
48 h 1,53 0.9415 0,325214 48 h 1,55 0.8546 0,275374
72 h 1,45 0.8248 0,334825 72 h 1,33 0.6989 0,550867
Oh 0,39021 Oh 0,20568
6 h 9,92 0.1807 0,038209 6 h 2,27 0.7747 0,043737
94al 12 h 3,36 0.3425 0,189078 109f3.1 12 h 0,48 0.6534 0,275799
24 h 3,87 0.3789 0,154672 24 h 0,65 0.7324 0,462204
48 h 1,70 0.648 0,298115 48 h 0,59 0.541 0,360298
72 h 3,47 0.6681 0,065583 72 h 0,69 0.6921 0,507394
Oh 0,09194 Oh 0,00113
6 h 10,58 0.1928 0,141218 6 h 20,16 0.3506 0,339068
12 h 3,66 0.7 0,041436 12 h 3,17 0.2153 0,086977
114al 24 h 6,29 0.529 0,081346 130c4 24 h 3,46 0.2266 0,114033
48 h 2,82 0.7269 0,119247 48 h 4,28 0.2318 0,037595
72 h 1,73 0.9338 0,514507 72 h 3,86 0.3079 0,074899
Oh 0,36627 Oh 0,01085
6h 4,71 0.478 0,068949 6h 51,67 0.1243 0,005973
130b7 12 h 1,18 0.602 0,81119 KWS 12 h 3,76 0.3416 0,076307
24 h 2,04 0.4455 0,184308 Carusum 24 h 24,04 0.1294 0,080647
48 h 1,18 0.6374 0,806295 48 h 5,98 0.2051 0,027121
72 h 1,41 0.7213 0,606821 72 h 7,45 0.9597 0,0001
Oh 0,08655 Oh 0,01413
6 h 9,37 0.1387 0,07596 6 h 34,36 0.1723 0,099179
12 h 2,19 0.2161 0,362845 12 h 7,34 0.3991 0,032945
106b1 24h 2,83 0.3917 __ 0,096554 Mantra 24h 6,31 04246 0,032233
48 h 0,89 0.8159 0,588462 48 h 7,99 0.1703 0,013959
72 h 0,77 0.7135 0,452518 72 h 412 0.1615 0,080308
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Tabela 22. Zmiany poziomu ekspresji genu PR9 po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Zmiana po

Zmiana po

; .. Test ) .. Test
inokulacji Test Test inokulacji Test Test
Genotyp  Czas (PR9) K()Sllral?rgnog‘vt\)lga Levene’a t-Studenta Genotyp Czas (PR9) Koshr:]l?%o;v(\),ga Levene’a t-Studenta
T/0h T/0h
oh 0,87937 oh 0,66103
6h 8,89 0.2897 0,002218 6h 4,66 0.155 0,199362
12h 3,78 0.5668 0,01335 12h 3,68 0.1894 0,164027
PI578204 24h 13,59 0.1741 0,055723 Thatcher 24 h 541 0.1892 0,007861
48h 8,52 0.324 0,001549 48 h 457 0.4333 0,00281
72h 3,94 0.3019 0,033501 72 h 5,08 0.3952 0,020418
oh 0,52975 oh 0,90185
6h 455 0.3745 0,007327 6h 276 0.2198 0,104006
12h 429 0.2344 0,032347 12h 1,96 0.2935 0,046625
P1578212 24 h 4,76 0.3432 0111808 | lhatcher+Lrl9 — - 3,13 0.201 0,005349
48h 3,54 0.2126 0,133435 48 h 1,29 0.2868 0,602284
72h 2,09 0.5148 0,181556 72 h 1,41 0.1584 0,548016
oh 0,11982 oh 0,18255
6h 3.85 0.3569 0,16164 6h 5,09 0.2931 0,150889
12h 2,07 0.7949 0,35678 12h 0,67 0.7233 0,364073
P1614023 24 h 16,29 0.9396 0.000069 | 'hatcher+Lrz4 — 2,84 0.5103 0,175359
48h 312 0.7804 0,14042 48 h 1,81 0.777 0,073389
72h 1,26 0.395 0,702637 72 h 547 0.2547 0,187968
oh 0,43105 oh 0,01413
6h 12,77 05173 0,000737 6h 0,85 0.8484 0,903372
12h 1,03 0.5236 0,550684 12h 0,24 0.4672 0,481459
P1675464 24 h 10,10 0.279% 0009615 | Thatcher+Lr26 — /= 0,22 0.4072 0,465224
48h 210 0.5248 0,368124 48 h 0,12 0.4151 0,414585
72 h 2,04 0.5991 0,210975 72 h 0,06 0377 0,382459
oh 0,89854 oh 0,96477
6h 10,32 0.1486 0,189718 6h 255 0.3668 0,036845
12h 19,94 0.3862 0,054407 12h 1,87 0.5919 0,045117
P1675466 24h 21,66 0.8463 0000036 | Thatcher+Lr38 — 1,73 0.5456 0,044364
48h 15,25 0.2937 0,176499 48 h 1,00 0.3966 0,996754
72h 16,88 0.2236 0,068332 72h 1,18 0.4472 0,804732
oh 0,08117
6h 6.32 0.2383 0,096919
12h 234 0.8508 0,282808
Thatcher+Lr63 — 1,95 0.6636 0,261232
48 h 4,89 0.3568 0,071866
72h 1,68 0.8973 0,517559
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7.6.4 Analiza genu TaPrx107 (PRA2)

Profile poziomu ekspresji genu TaPrx107 w analizowanym pokoleniu Fz ulozyly sie
w 3 wzorce (Rycina 13). W pierwszym widoczny jest wzrost warto$ci tuz po zainfekowaniu roslin (6
hpi), nastepnie dochodzi do obnizenia warto$ci zblizonych do poziomu wyjsciowego, po czym w 24
hpi obserwowane jest zwielokrotnienie ekspresji genu i jej utrzymanie na statym poziomie. Profil ten
widoczny jest u mieszanca 130b7. Drugim schematem wystepujacym wsrod badanych form
mieszancowych jest znaczny wzrost poziomu ekspresji genu w 6 godzinie oraz 72 godzinie po
inokulacji. Wzorzec ten widoczny jest w genotypach: 94al, 89d1, 130c4, 106bl, a takze w liniach
TC+Lr24, TC+Lr38, P1578204. Trzecim wzorcem obserwowanym podczas analiz jest wzrost
warto$ci ekspresji genu po przebytym stresie (6 hpi), nastepnie obnizenie W punkcie czasowym
24 hpi, natomiast po 24 godzinach dochodzi do kolejnego podniesienia poziomu ekspresji genu, po
czym w 72 hpi obserwowany jest spadek. Taki profil obserwowano u genotypow: 109f31, 10913,
114al oraz pozostatych badanych roslin z wyjatkiem linii podatnej Thatcher, gdzie wzrost poziomu
ekspresji nastgpowat w 6, 24, 72 hpi.

Test Kotmogorowa-Smirnowa zostat zaliczony dla wszystkich kombinacji gen x genotyp,
spetniajac hipotezg zerowa o rozktadzie zblizonego do normalnego dla zestawu znormalizowanych
wartos$ci ekspresji danego genu (Tabela 23) (Tabela 24).

Porownanie profili ekspresji genu TaPrx107 migdzy mieszancami przeprowadzono za
pomocg analizg korelacji (Rycina 13i) Sposrod badanych mieszancow wykazano zréznicowane
korelacje dla analizowanych form mieszancowych. Najsilniejsza korelacja wystgpuje pomigdzy

10913 1 10931 ze wspotczynnikiem 0,95 (p < 0,01).
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Rycina 13. Mapy ciepta przedstawiajace profile ekspresji genu TaPrx107 po inokulacji patogenem. Kazda mapa przedstawia forme mieszancowsa, form¢ akceptorowa,

donorowa, linie izogeniczne Thatcher z genami ktore sg obecne w formie mieszancowej oraz linie Thatcher; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
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Tabela 23. Zmiany poziomu ekspresji genu TaPrx107 po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Zmiana po Zmiana po
Genotyp Czas .IP OFl,( UIT(:)J-; KolmIZ?rowa- L Test R t StT ZSI t Genotyp Czas |_Ir_1 olsulalccj;; Kolm-lt;zf)tl‘owa- L Test s TE-St

( aT;(;(h ) Smirnowa evenea  Lotudenta ( aT ;8;1 ) Smirnowa eVenead  studenta

0h 0,61277 Oh 0,26208
6h 4,46 0.1653 0,061738 6h 3,20 0.6185 0,055481
89d1 12h 2,38 0.2777 0,093457 109f3 12 h 121 0.7802 0,676304
24 h 0,56 0.6101 0,331464 24 h 1,45 0.7267 0,383263
48 h 1,37 0.398 0,523122 48 h 1,74 0.5628 0,435791
72h 2,42 0.9738 0,004833 72h 1,41 0.8058 0,566029

Oh 0,88143 Oh 0,62633
6h 4,36 0.5009 0,010528 6h 3,77 0.2024 0,029146
94a1 12h 3,77 0.4339 0,098114 109f3.1 12 h 1,05 0.5303 0,945722
24 h 2,52 0.4996 0,12152 ' 24 h 1,45 0.5844  0,280232
48 h 1,75 0.875 0,063594 48 h 2,61 0.1916 0,201018
72h 2,44 0.467 0,03458 72h 1,85 0.7726 0,03789

Oh 0,93563 Oh 0,51778
6h 2,79 0.8243 0,116093 6h 4,03 0.3202 0,053893
114a1 12h 2,16 0.8154 0,178015 130c4 12 h 3,54 0.4615 0,100291
24 h 0,55 0.5405 0,507245 24 h 1,73 0.4361 0,38894
48 h 1,52 0.8569 0,516781 48 h 2,27 0.532 0,120503
72h 1,29 0.4798 0,654985 72h 3,37 0.3375 0,18302

Oh 0,91448 Oh 0,28251
6h 1,90 0.993 0,200449 6 h 7,72 0.2937 0,221754
13067 12 h 0,89 0.9705 0,849779 KWS 12 h 2,09 0.2182 0,20136
24 h 2,08 0.9156 0,1107 Carusum 24 h 3,99 0.3916 0,071595
48 h 2,10 0.4145 0,058163 48 h 6,65 0.3817 0,007815
72h 2,36 0.503 0,183156 72h 4,96 0.1977 0,082827

0h 0,73864 Oh 0,67187
6h 1,00 0.4871 0,996737 6 h 17,75 0.1684 0,003022
106b1 12 h 0,47 0.5097 0,110648 Mantra 12 h 9,84 0.2044  0,096992
24 h 0,45 0.3559 0,089548 24 h 4,48 0.1666 0,130406
48 h 0,51 0.6961 0,159299 48 h 10,74 0.1987 0,026414
72h 0,63 0.3563 0,201513 72h 2,33 0.291 0,138775




Tabela 24. Zmiany poziomu ekspresji genu TaPrx107 po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Zmlana 99 Test Test Zmlana p_(_) Test
Genot Czas inokulacyi Kolmogorowa- Test t- Genot Czas inokulacji Kolmogorowa- Test Test
yp (TaPrx107) 08 Levene’a yp (TaPrx107) 0g Levene’a  t-Studenta
Smirnowa Studenta Smirnowa
T/0h T/0h

0h 0,96653 0h 0,09027
6h 12,94 0.2991 0,001382 6h 6,72 0.2729 0,14672
PI578004 12D 5,53 0.4311 0,041033 Thatcher 12h 1,64 0.6682 0,145443
24h 3,96 0.2881 0,111578 24h 10,55 0.1394 0,163389
48h 7,76 0.4425 0,027787 48 h 257 0.2335 0,192008
72h 11,07 0.2508 0,013041 72h 10,25 0.1643 0,102514

0h 0,38118 Oh 0,79155
6h 2,86 0.3542 0,065471 6h 0,61 0.9131 0,117316
12h 2,15 0.3624 0,177857 12h 1,41 05236 0,348762
PIS78212 5, 1,52 0.702 0.303758 | |natcher+Lrld — 0,52 0.8481 0,082945
48h 3,16 0.1977 0,161631 48h 0,61 0.6949 0,147386
72h 2,52 0.2415 0,326294 72h 1,31 0.3438 0,609681

oh 0.0777 oh 0,31502
6h 1,46 0.4663 0,502332 6h 1,40 0.8677 0,367646
12h 1,38 0.9533 0,680362 12h 0,43 0.4145 0,093508
PI614023  — 4,62 0.438 0210662 | rnatcher+lr2a — 0,37 0.4277 0,071237
48h 1,36 0.351 0,573349 48 h 0,45 0.3719 0,096797
72h 1,27 0.3844 0,680565 72h 0,70 0.6849 0,495855

oh 0,48226 oh 0,11855
6h 497 0.3506 0,032872 6h 0,46 0.3349 0,395504
12h 0,64 0.9815 0,329975 12h 0,19 0.2825 0,226516
PI675464  — 531 0.3029 00lo0gg | rnatcher+lr26 — 025 0.2983 0,256831
48h 1,08 0.5557 0,906009 48 h 0,50 0.4358 0,447895
72h 3,23 0.265 0,088289 72h 0,21 0.3075 0,239501

0h 007514 Oh 0,80749
6h 6,83 0.3909 0,002074 6h 1,37 0.4813 0,261704
12h 3,94 0.1824 0,104078 12h 0,89 0.617 0,375045
PI675466 — 5,99 0.2745 0010345 | Tnatcher+Lr38 — 0,90 0.2913 0,670119
48h 6,04 0.3598 0,23129 48 h 0,57 0.3332 0,047215
72h 5,39 0.4024 0,024525 72h 0,69 0.2643 0,294595

0h 0,22989
6h 0,63 0.4082 0,658936
12h 0,76 0.378 0,769344
Thatcher+L163 — 0,53 0.5157 0,593006
48 h 0,99 0.7769 0,089511
72h 0,40 0.3568 0,483752
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7.6.5 Analiza genow referencyjnych

Do przetestowania stabilnosci genéw referencyjnych ARF i TUB wykorzystano wartosci ¢T
przed i po inokulacji (Tabela 25) (Tabela 26) (Tabela 27) (Tabela 28) (Tabela 29). Test ten wykazat
wzrost warto$ci ¢ T, gtéwnie w poczatkowych punktach czasowych, co mogloby skutkowa¢ wzrostem
obliczonej wartosci ekspresji genéw. W analizowanych punktach poziom ekspresji nie byt
zwigkszony, wskazujac, ze krotkotrwala niestabilno$¢ genow referencyjnych, nie spowodowata

uzyskania wynikow falszywie dodatnich.
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Tabela 25. Zmiany poziomu ekspresji genu referencyjnego ARF po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Roznica Zmiana Roznica Zmiana po
po po Test T Test po - - Test
. L . est . .. inokulacji Test Test
Genotyp Czas inokulacji inokulacji Kolmogorowa- Levene’a t- Genotyp Czas inokulacji (ARF) Kolmogorowa- Levene’a  t-Studenta
(ARF) (ARF) Smirnowa Studenta (ARF) T/0h Smirnowa
T-0Oh T/Oh T-Oh

0h 0,95706 Oh 0,85617

6 h 2,347 1,101705 0,6518 0,105885 6 h 1,153 1,045455 0,6837 0,409569
89d1 12 h 2,483 1,107628 0,8545 0,025701 109§3 12 h -0,697 0,972543 0,818 0,632611

24 h -0,220 0,990465 0,4397 0,864105 24 h 0,637 1,025092 0,4441 0,599628

48 h 1,140 1,049408 0,892 0,190957 48 h -0,050 0,998029 0,9115 0,976293

72h 3,340 1,144756 0,4773 0,005191 72h 0,147 1,00578 0,6583 0,910393

0h 0,45621 Oh 0,99773

6 h 1,250 1,052462 0,4594 0,524389 6 h 2,080 1,081976 0,2799 0,140751
94al 12 h -0,407 0,982932 0,4315 0,708871 109f31 12 h -1,417 0,944167 0,4073 0,37521

24 h 0,930 1,039032 0,5469 0,427403 24 h 0,740 1,029164 0,4036 0,381886

48 h 0,010 1,00042 0,4207 0,993081 48 h 0,717 1,028245 0,372 0,565903

72h 0,923 1,038752 0,7841 0,097262 72h 0,097 1,00381 0,547 0,875064

0h 0,92531 Oh 0,98321

6 h 0,773 1,032389 0,4694 0,431183 6 h 0,933 1,03979 0,4292 0,41394
114al 12 h 0,300 1,012565 0,46 0,750268 130c4 12 h 2,313 1,098622 0,5964 0,076178

24 h 0,070 1,002932 0,5103 0,941535 24 h 1,240 1,052863 0,5185 0,340726

48 h -0,410 0,982828 0,7224 0,699804 48 h 0,740 1,031548 0,7793 0,2746

72 h -0,350 0,985341 0,5218 0,71808 72 h 1,560 1,066506 0,418 0,125806

Oh 0,29837 0h 0,97329

6h 1,937 1,081441 0,56117 0,247447 6 h 0,577 1,024609 0,7573 0,671941
130b7 12 h 0,147 1,006168 0,6648 0,928889 KWS 12 h 0,040 1,001707 0,9121 0,97119

24 h 2,383 1,100224 0,4136 0,158061 | Carusum 24 h 2,203 1,094026 0,3098 0,050284

48 h 1,567 1,065882 0,3361 0,307457 48 h 2,590 1,110526 0,3822 0,033782

72h 3,017 1,126857 0,3686 0,089462 72h 1,807 1,077098 0,8485 0,148123

0h 0,66286 Oh 0,88943

6h -2,113 0,920671 0,4774 0,181761 6h 3,673 1,15707 0,8308 0,000236
106b1. 12 h -2,447 0,908158 0,7257 0,173007 Mantra 12 h 1,250 1,053449 0,187 0,387462

24 h -1,847 0,930681 0,5215 0,238066 24 h 0,593 1,025371 0,2603 0,618767

48 h -3,160 0,881381 0,8705 0,116062 48 h 1,460 1,062429 0,4209 0,026238

72h -1,397 0,947573 0,5676 0,362977 72h 0,837 1,035775 0,6681 0,070819
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Tabela 26. Zmiany poziomu ekspresji genu referencyjnego ARF po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Réznica Zmiana Roéznica Zmiana
po po Test po po Test
Genotyp Czas inokulacji inokulacji Kolmogorowa- Lteri’a t-S‘IJ %Ise;[n ta Genotyp Czas inokulacji inokulacji Kolmogorowa- Lel-gi,a t-Si:II.-J ?;n ta
(ARF) (ARF) Smirnowa (ARF) (ARF) Smirnowa
T-0Oh T/Oh T-0Oh T/0h

Oh 0,7637 Oh 0,74081
6h 4,393 1,185843 0.4572 0,00595 6h 1,507 1,066159 0.6732 0,214478
PI578204 12h 1,713 1,072476 0.5496 0,115616 Thatcher 12h -0,080 0,996487 0.3219 0,886113
24 h 2,263 1,095742 0.9378 0,100236 24 h 5,853 1,257026 0.5544 0,016562
48 h 2,207 1,093345 0.9623 0,112441 48 h 2,237 1,098214 0.4045 0,151155
72h 3,360 1,142132 0.4517 0,014911 72 h 3,810 1,167301 0.9198 0,006866

Oh 0,99312 0h 0,99594
6h 1,367 1,052931 0.3265 0,058863 6h -0,757 0,970304 0.5142 0,310941
PI578212 12h -0,430 0,983346 0.3852 0,692711 Thatcher+ 12h 0,237 1,009288 0.4033 0,789801
24 h 0,017 1,000645 0.2952 0,987173 Lr19 24 h -0,810 0,96821 0.3888 0,458986
48 h 0,750 1,029047 0.2155 0,425128 48 h -1,150 0,954867 0.637 0,168028
72h 1,277 1,049445 0.2275 0,157757 72h 0,830 1,032575 0.3988 0,534845

0h 0,75388 0h 0,77514
6 h -0,617 0,97443 0.488 0,595532 6h 1,197 1,045832 0.6649 0,37884
PI614023 12h -0,077 0,996821 0.8702 0,912761 Thatcher+  12h -2,800 0,892761 0.1848 0,011186
24 h 3,243 1,134485 0.5584 0,046911 Lr24 24 h -0,970 0,962849 0.7714 0,28793
48 h 0,437 1,018106 0.8709 0,590677 48 h -2,283 0,912549 0.3429 0,026485
72h 1,053 1,043677 0.5726 0,133678 72h -1,597 0,938848 0.9815 0,151659

Oh 0,71963 0h 0,97026
6h 1,033 1,045137 0.4025 0,557968 6h -0,950 0,962886 0.7034 0,491254
PI675464 12 h -1,380 0,93972 0.459 0,051192 Thatcher+ 12h -2,313 0,909624 0.7749 0,150746
24 h 4,410 1,192632 0.4966 0,001576 Lr26 24 h -0,550 0,978513 0.3363 0,637796
48 h 0,813 1,035527 0.3292 0,364306 48 h -0,550 0,978513 0.8129 0,700899
72h 2,653 1,1159 0.3384 0,060128 72h -1,427 0,944264 0.589 0,297185

Oh 0,76731 0h 0,79997
6h 2,367 1,104489 0.5123 0,11905 6h 0,610 1,023256 0.4785 0,427684
PI675466 12h 1,813 1,080059 0.7751 0,171605 Thatcher+ 12h -0,690 0,973694 0.8921 0,092998
24 h 3,707 1,16365 0.8319 0,009749 Lr38 24 h -0,400 0,98475 0.6911 0,405216
48 h 2,337 1,103164 0.5377 0,131399 48 h -1,107 0,957809 0.8283 0,049019
72 h 2,150 1,094923 0.8427 0,053555 72 h -0,887 0,966196 0.2047 0,507813

0h 0,75579
6h -2,320 0,915493 0.3435 0,254158
Thatcher+ 12h -2,820 0,89728 0.3707 0,184523
Lr63 24 h -1,890 0,931156 0.6622 0,395764
48 h -1,483 0,945969 0.876 0,551412
72 h -2,693 0,901894 0.4555 0,212432
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Tabela 27. Zmiany poziomu ekspresji genu referencyjnego TUB po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Roznica Zmiana Roznica Zmiana po
po o Test Test Test po inokulacji Test Test Test
Genotyp Czas inokulacji inokulacji Kolmogorowa- Levene’a  t-Studenta Genotyp Czas inokulacji (TUB) Kolmogorowa- Levene’a t-
(TuB) (TuB) Smirnowa (TuB) T/0n Smirnowa Studenta
T-0Oh T/Oh T-0Oh

0h 0,96178 0h 0,23371
6 h 0,040 1,001427 0.2606 0,983446 6h 0,577 1,020348 0.3027 0,606489
89d1 12 h -0,733 0,973834 0.3746 0,717953 109§3 12 h -1,653 0,941661 0.4435 0,002073
24 h -3,277 0,883088 0.6976 0,205094 24 h -0,943 0,966714 0.4702 0,006766
48 h -1,357 0,951594 0.3188 0,50635 48 h -1,333 0,952952 0.6403 0,002487
72h -0,573 0,979543 0.1909 0,762001 72h -1,510 0,946718 0.4421 0,00373

Oh 0,9963 Oh 0,24794
6h -1,897 0,935546 0.6338 0,257484 6h -2,117 0,928772 0.2042 0,139648
94al 12h -0,647 0,978024 0.7035 0,437157 10931 12h -3,907 0,868536 0.6661 0,047532
24 h -2,900 0,90145 0.7218 0,054898 24 h -2,427 0,91834 0.2681 0,107884
48 h -3,197 0,891368 0.6 0,059965 48 h -2,947 0,900841 0.2368 0,06434
72h -2,5630 0,914024 0.3233 0,016984 72h -2,623 0,911722 0.2676 0,089393

0h 0,1163 0h 0,81329
6h -0,530 0,981676 0.3861 0,873538 6h 1,707 1,065041 0.1989 0,168562
114a1 12h -2,320 0,919788 0.4287 0,502252 130c4 12h 0,847 1,032266 0.2405 0,196937
24 h -2,613 0,909646 0.3833 0,449759 24 h 0,320 1,012195 0.2593 0,750362
48 h -2,973 0,897199 0.4404 0,400006 48 h 0,820 1,03125 0.2729 0,255393
72h -2,860 0,901118 0.3648 0,410788 72 h 0,827 1,031504 0.4533 0,065356

0h 0,92502 0h 0,84947
6h -0,273 0,990608 0.8447 0,678564 6 h 0,157 1,005673 0.92 0,904388
130b7 12 h -3,403 0,88306 0.5004 0,012522 KWS 12 h -2,490 0,909837 0.835 0,076811
24 h -1,813 0,937693 0.599 0,014836 | Carusum 24 h -0,287 0,98962 0.465 0,763616
48 h -1,637 0,943764 0.613 0,021116 48 h -0,527 0,980929 0.3101 0,56357
72h 0,160 1,005498 0.3021 0,901958 72h -0,390 0,985878 0.2373 0,658425

Oh 0,12456 0h 0,44203
6h -2,793 0,909317 0.7843 0,007406 6h 2,480 1,094741 0.787 0,016085
106b1. 12 h -5,043 0,836273 0.9921 0,000268 Mantra 12h -0,483 0,981536 0.5107 0,55467
24 h -3,750 0,87826 0.2683 0,000225 24 h 0,080 1,003056 0.8649 0,898941
48 h -3,653 0,881398 0.8017 0,000589 48 h 0,760 1,029033 0.7023 0,390133
72h -3,230 0,895141 0.5818 0,004058 72h 0,733 1,028015 0.5799 0,52274
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Tabela 28. Zmiany poziomu ekspresji genu referencyjnego TUB po porazeniu patogenem Puccinia triticina w odniesieniu do czasu 0

Réznica Zmiana Réznica Zmiana
po po Test T Test po po Test Test
. . . . est . . . .. Test
Odmiana Czas inokulacji inokulacji Kolmogorowa- Levene’a t- Odmiana Czas inokulacji inokulacji Kolmogorowa- Levene’a t-
(TUB) (TUB) Smirnowa Studenta (TUB) (TUB) Smirnowa Studenta
T-0h T/0h T-Oh T/0h
Oh 0,96328 Oh 0,92877
6 h 0,257 1,009241 0.6303 0,82788 6 h 1,600 1,059613 0.2375 0,525397
12 h -0,940 0,966155 0.3644 0,397136 12 h -1,713 0,936165 0.4879 0,047137
PI578204 — 20,020 0,00928 090520  0o9solle | |natcher — 4,297 1,160084 0.5878 0,046736
48 h 0,297 1,010682 0.371 0,780124 48 h 1,523 1,056756 0.7297 0,250551
72 h -0,380 0,986318 0.3053 0,716485 72 h 2,087 1,077745 0.8658 0,077531
Oh 0,41949 Oh 0,88183
6 h 0,627 1,02197 0.4006 0,439929 6 h 0,187 1,006689 0.8976 0,809158
PI578212 12 h -1,610 0,943555 0.6205 0,095589 Thatcher+ 12 h -1,423 0,948997 0.8228 0,110411
24 h -0,473 0,983405 0.332 0,60431 Lr19 24 h -0,833 0,970139 0.8856 0,309357
48 h -0,197 0,993105 0.5768 0,616763 48 h -1,097 0,960702 0.4773 0,143124
72 h -0,413 0,985509 0.7363 0,552619 72 h -0,217 0,992236 0.9301 0,788123
Oh 0,89163 Oh 0,91122
6 h -0,593 0,978151 0.8783 0,300314 6 h 1,747 1,059424 0.61 0,306544
PI614023 12 h -1,080 0,960231 0.6572 0,071897 Thatcher+ 12 h -3,367 0,885462 0.159 0,007399
24 h 1,460 1,053762 0.8295 0,085767 Lr24 24 h -0,983 0,966546 0.5691 0,278019
48h 0,573 1,021112 0.7141 0,425113 48 h -2,373 0,919256 0.8166 0,053342
72 h -0,213 0,992144 0.927 0,693074 72 h -1,943 0,933885 0.7519 0,148323
Oh 0,73736 Oh 0,93343
6h -0,333 0,987561 0.4373 0,846185 6h -1,523 0,947113 0.5848 0,148323
PI675464 12 h -3,197 0,880707 0.581 0,000175 | Thatcher+ 12h -2,953 0,897466 0.5139 0,078115
24 h 2,030 1,075756 0.7324 0,008007 Lr26 24 h -1,273 0,955792 0.5309 0,370489
48 h -0,107 0,996019 0.5834 0,873302 48 h -1,827 0,936581 0.6339 0,238671
72 h 1,140 1,042543 0.4866 0,283998 72 h -1,727 0,940053 0.2995 0,208338
Oh 0,82572 Oh 0,70043
6h 1,603 1,061627 0.5421 0,279466 6h -1,590 0,944593 0.7827 0,004153
PI675466 12 h 0,820 1,031518 0.9609 0,433187 | Thatcher+ 12h -0,873 0,969567 0.5867 0,111586
24 h 2,357 1,090583 0.4966 0,025319 Lr38 24 h -1,490 0,948078 0.7754 0,014731
48 h 1,897 1,072902 0.77 0,148613 48 h -0,900 0,968637 0.5541 0,13495
72h 0,890 1,034209 0.6531 0,289437 72h -0,230 0,991985 0.3213 0,905585
Oh 0,47319
6 h -2,110 0,931957 0.2713 0,359227
Thatcher+ 12 h -2,670 0,913899 0.5203 0,300928
Lr63 24 h -3,173 0,897667 0.4092 0,214447
48 h -2,583 0,916694 0.6258 0,333545
72h -3,293 0,893798 0.4657 0,20835
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Tabela 29. Analiza Testem t-studenta dla genow referencyjnych ARF i TUB

Test t- Test t- Test t- Test t- Test t-
Genotyp Czas Szxgeg tia Genotyp Czas Szxge;‘ tia Genotyp Czas Sfxgeg tia Genotyp Czas SEXdReg tia Genotyp Czas Szxgan tia
TUB) TUB) TUB) TUB) TUB)
oh oh oh 0h oh
6h  0,429186 6h 0,439057 6h 0,050546 6h 0,388866 6h 0,301063
12h 0532702 12h  0,192293 12h 0,680824 12h 0,169848 Thatcher+ 12h 0,233728
89d1 24h  0,341048 109f3 24h o0sieazl | 1078204 0,354535 Thatcher 24 h 0,018064 Lr63 24 h 0,286632
48h  0,935583 48h  0,456457 48 h 0,232426 48 h 0,186047 48h 0,41741
72h  0,299909 72h  0,388463 72 h 0,154361 72 h 0,005329 72 h 0,207628
oh oh oh oh
6h  0,845882 6h 0,984084 6h 0,097648 6h 0,649542
12h 053318 12h  0,099542 12h 029142 Thatcher+ — 12h 0,412086
d4al 24h  0,386459 109081 — o oadare | 7822 —y 079821 Lr19 24h 0,355233
48h  0,226552 48h  0,287115 48h 0,606699 48h 0,118104
72h  0,127178 72h  0,161658 72h 0,533347 72h 0,75865
oh oh oh oh
6h 0954788 6h 0,192333 6h 0,442414 6h 0,083658
12h _ 0,639819 12h _ 0,096261 12h 0195679 | Thatcher+  12h 0,000346
114al 24h  0,559331 130c4 24h 04seaze | 04028 — g 0,004466 Lr24 24 h 0,121303
48h  0,455049 48h  0,191838 48h 0,459286 48h 0,008364
72h  0,46625 72h 0,06107 72h 0,374101 72h 0,051356
oh oh oh oh
6h 0442235 6h 0,762973 6h 0,839002 6h 0,360304
L3067 12h 0215218 KWS 12h 0256658 | oconpe, _ 12 0,002283 | Thatcher+  12h 0,099956
24h 0768817 | Carusum  24h 0,19366 24 h 0,002031 Lr26 24 h 0,453541
48h  0,968639 48h  0,187557 48 h 0,643093 48 h 0,407169
72h 0173892 72h  0,368826 72h 0,121424 72h 0,232474
oh oh oh oh
6h 0020249 6h 0,002493 6h 0,181645 6h 0,20084
12h  0,00744 12h  0,720226 12h 0258658 | Thatcher+  12h 0,024756
106b1 24h  0,008177 Mantra  — o 0.697087 | 107466 — 0,011574 Lr38 24h 0,06026
48h  0,006815 48h  0,086393 48h 0,135874 48h 0,073656
72 h 0,030951 72 h 0,296234 72 h 0,106578 72 h 0,730762
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7.6.6 Analiza korelacji

Dodatkowo przeprowadzono analize korelacji pomi¢dzy poszczegdlnymi genami badanymi
(Rycina 14) Najwyzszy wspoétczynnik korelacji o warto$ci 0,34 wystapity miedzy genami: PR9
I TaPrx107 (p < 0,001) oraz PR9 i PR2. Podobne poziomy uzyskano pomiedzy analizowanymi

genami TaLr19TLP1 i TaPrx107 (p < 0,001), TaLr19TLP1 i PR9 (p < 0,001) oraz PR2 i TaPrx107.

Jednak uzyskane wartosci wskazujg na niskg korelacje lub jej brak w obrebie badanych gendw.

Rycina 14. Analiza korelacji Pearsona migdzy badanymi genami * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001

1.0

0.8

0.6

-0.4

-0.2

TAPRX107 - 0.29 0.24 0.34
BT Hokok
I 1 1 1
TaLr19TLP1 PR2 PR9 TAPRX107

Ponadto przeprowadzono analizg korelacji Pearsona dla poszczegdlnych genow w odniesieniu
do linii izogenicznych Thatcher (Rycina 15). W obrebie analizowanego genu TaLr19TLP1 (Rycina
15a) pozytywna korelacja (0,96 i 0,97; p < 0,001, p < 0,01) wystepuje pomiedzy genotypami:
TC+Lr19 i TC+Lr26, TC+Lr24 i TC+Lr26, TC+Lr26 i TC+Lr63. W pozostalych kombinacjach
korelacja osigga rownie wysokie wartosci ~ 0,8, swiadczgce o wzajemnych zaleznosciach. Analiza
wspoélczynnika korelacji dla genu PR2 (Rycina 15b) wykazata najwigksze wartosci dla nastepujacych
linii izogenicznych: TC+Lr19, TC+Lr63, TC+Lr38, TC+Lr24 osiagajac poziom > 0,8. Brak korelacji
wystapil pomiedzy genotypami: TC+Lrl9, TC+Lr24, TC+Lr26, TC+Lr38.W obrgbie genu
TaPrX107 (Rycina 15c) najsilniejsza korelacja wystapita migdzy liniami TC+Lr24 i TC+Lr38 oraz
TC+Lr26 i TC+Lr63. U pozostatych nie wykazano wspolnych zaleznosci. Dla genu PR9 (Rycina
15d) najwyzsza korelacje obserwujemy dla linii TC+Lr19 i TC+Lr38 (0,80; p < 0,05).
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Rycina 15. Analiza korelacji Pearsona mi¢dzy liniami izogenicznymi w obrebie badanych genoéw a) TaLri9TLP1 b) PR2 ¢) TaPrx107 d) PR9 * p < 0.05, ** p < 0.01, ***

p <0.001
a 1.00
TC+Lr19
0.95
TC+Lr24 -
0.90
TC+Lr26
- 0.85
TC+Lr38 - 0.74 0.77 0.77
- 0.80
TC+Lr63 - 96 0.96 0.79
o e -0.75
TC+Lr19 TC+Lr24 TC+Lr26 TC+Lr38 TC+Lr63
C
TC+Lr19 1.00
0.8
TC+Lr24 - -0.14
0.6
TC+Lr26 - 0.19 0.4
-0.2
TC+Lr38 - 0.23
-0.0
TC+Lr63 - -0.13 0.02 -0.12
-=0.2
TC+Lr19 TC+Lr24 TC+Lr38 TC+Lr63

b 1.0

0.8
TC+Lr24 4
0.7
0.6
TC+Lr26 - 0.43 0.14
-0.5

Tc+Lr33 | » Oa
-03

TC+Lr19 TC+Lr24 TC+Lr26 TC+Lr38 TC+Lr63

d
o

0.8

- 0.6

-0.2

TC+Lr24 - 0.32
TC4Lr26 - 0.03
0.4
TC+Lr38 - 0.80
5 -0.2
TC+Lr63 - 0.31 033 0.12 -0.0
TC+Lr19 TC+Lr24 TC+Lr26 TC+Lr38 TC+Lr63
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8. Dyskusja

Wprowadzona przez Komisj¢ Europejska polityka Green Deal (Europejski Zielony tad),
okresla cel, ktérym jest osiagni¢cie neutralnos$ci klimatycznej do 2050 roku, a takze zaklada
zmniejszenie zuzycia chemicznych $rodkéw ochrony roslin o 50%. Postgpujace w szybkim tempie
zmiany klimatyczne 1 degradacja $rodowiska to kluczowe wyzwania dla wspotczesnego $wiata.
Zréwnowazone rolnictwo jako dziatania ograniczajgce wplyw rolnictwa na $rodowisko majg
kluczowe znaczenie, a 0 jego potencjale decyduje migdzy innymi postep biologiczny.

Okres$lenie w jaki sposdb przechodzit proces udamawiania roslin oraz selekcja, wiaze si¢
z przeplywem genow i ma kluczowe znaczenie dla obszaru hodowli odporno$ciowej. Pszenica jest
gatunkiem alloheksaploidalnym, powstalym w wyniku hybrydyzacji 3 genomoéw diploidalnych
(Venske i in., 2019). Dluga historia uprawy pszenicy doprowadzita do powstania ogromnej
réznorodno$ci genetycznej w obrebie gatunkow udomowionych, dzikich, populacji miejscowych,
elitarnych odmian, ponadto podobne genomy wystepuja w gatunkach u réznych poziomach
ploidalno$ci. Takie zbiory przechowywane w bankach gendéw, umozliwiaja prowadzenie badan
dotyczacych ewolucji i polimorfizméw w obrebie genow (Krattinger i Keller, 2016).

Gatunki diploidalne T. monococcum subsp. aegilopides, T. monococcum subsp. monococcum
I T. urartu posiadajg genom A, ktory jest jednym z subgenomem pszenicy zwyczajniej (Venske i in.,
2019). Geny z tych gatunkéw mogg by¢ wprowadzane do pszenicy za pomoca bezposredniego
krzyzowania i rekombinacji genetycznej. Udomowienie pszenicy T. monococcum ssp. aegilopoides
mialo miejsce w rejonie gory wulkanicznej Karaca Dag (Karacadag), obecnie zlokalizowanej
w potudniowo wschodniej Turcji. Dzika forma pszenicy byta zbierana, nastepnie transportowana do
dalszych regiondw i tam uprawiana. Transport wigzal si¢ z migracja rolnikow lub handlem na inne
dobra materialne, poniewaz nie wszystkie gleby na obszarze ,Zyznego Potksigzyca” byly
odpowiednie do upraw. Kierunki rozpowszechniania obejmowaly obszary dzisiejszej Turcji, Iraku,
Syrii 1 Iranu. W po6zniejszych fazach ewolucji rolniczej, rosliny eksportowane byty w poczatkowych
procesach udomowienia (Kilian i in., 2007). Na krotkim ramieniu chromosomu 3A zlokalizowany
jest tylko jeden gen odpornos$ci na rdzg brunatng Lr63 (Kolmer i in., 2010). Wedlug badan Kolmer
i in. (2010) rosliny z pojedynczym genem charakteryzowaly si¢ $rednim poziomem odpornosci,
jednak w polaczeniu z innymi genami wykazano odporno$¢ na wyzszym poziomie. Dodatkowo
w obrebie locus genu odpornosci znajduja si¢ QTL kontrolujace spoczynek nasion (Nakamura i in.,
2011; L. Zhang i in., 2010). Wymienione wyzej cechy agronomiczne s3 cz¢$cig udomowienia, mozna
zatem stwierdzi¢, ze presja selekcyjna mogta znaczaco wpltynag¢ na ten region chromosomu.
W analizach struktury chromosomu 3A, wykonanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej,

wykazano obecnos¢ produktow amplifikacji dwoch markerow sprzezonych z genem Lr63 (Xbarc321
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i Xbarc57), a takze dodatkowe sygnaly hybrydyzacji sondy pTa-535 u odmian udomowionych
diploidalnych pszenic T. monococcum pochodzacych z regionu udomowienia T. monococcum
(Turcja), a takze Europie Srodkowej (Wegry, byta Czechostowacja i Albania) oraz Gruzji. Formy te
byty bardziej podatne na selekcje i wykazywaly pozadane cechy udomowienia. Wedtug Anker i Niks,
(2001) formy udomowione T. monoccocum sg bardziej odporne na rdz¢ brunatng w poréwnaniu do
formy dzikiej oraz T. urartu.

Gatunki obce stanowg dodatkowe zrddto gendw do ulepszania odmian pszenicy. Potencjat
do poprawy odpornosci pszenicy na choroby majg wieloletnie gatunki plemienia Triticeae w tym
Thinopyrum elongatum, Thinopyrum intermedium oraz Secale cereale. Do tej pory kilka waznych
cech zostalo przeniesionych poprzez substytucje, addycje 1 translokacje. Translokacje
chromosomowe s3 skuteczng metoda przenoszenia genéw, jednak wiele z nich dotad nie zostato
wykorzystanych w odmianach. Jednym z przyktadéw jest gen Pml2 nadajacy odporno$¢ na
maczniaka prawdziwego. Zlokalizowany na chromosomie 6S Ae. speltoides zostat wprowadzony do
pszenicy poprzez translokacjg T6BS-6SS-6SL, ktora niestety skutkuje negatywna korelacja
z cechami agronomicznymi (Song i in., 2007; Tang i in., 2014). Z gatunku Thinopyrum cztery geny
przeniesiono do pszenicy: Lrl9, Lr24, Lr29 i Lr38, natomiast wskaznik rekombinacji migedzy
chromosomami z gatunkow obcych i chromosomami pszenicy jest niski (Xu i in., 2023). Translokacja
7DL.Ag niosaca gen Lrl9 zwigzana jest dodatkowo ze zwigkszonym plonem ziarna (Gupta i in.,
2006). Wprowadzenie ramieniu krotkiego chromosomu 1RS pochodzacego z zyta niesie ze sobg geny
odpornosci Lr26/Yr9/Sr31/Pm8, a takze zwigzane jest ze zwigkszong biomasg i wysokimi plonami
pszenicy, jednak negatywnie wptywa na cechy jako$ciowe podczas produkcji chleba, ze wzgledu na
obecno$¢ genu sekaliny Sec-1 i utraty loci Glu-B3/Gli-B1 (Sharma i in., 2018). Mieszance
miedzygatunkowe czgsto wykazujg niestabilno$¢ genomu, mechanizm tego zjawiska nie jest do
konca poznany. Niestabilno$¢ moze skutkowa¢ zmniejszong koniugacja w mejozie jednego
z genomoOw rodzicielskich, powodujac stopniowa eliminacje z hybrydy (Perni¢kova i in., 2019).

Liczne analizy dotyczace analizy ras P. triticinia wskazuja na wysoki poziom réznorodnosci
patogenicznej na catym $wiecie. Efektywnos¢ genéw odpornosci zalezna jest od sktadu populacji
patogendéw, z uwagi na dynamiczne zmiany, pojawianie si¢ nowych patotypdéw, odporno$¢ danej
odmiany pszenicy nie jest cechg stata. Posiadajac pojedynczy gen odporno$¢ moze by¢ przetamana
w krotkim czasie, bardziej trwatg odporno$¢ mozemy osiagna¢ poprzez wiaczanie kilku genéw Lr do
danego genotypu (Vida i in., 2009).

W ramach powyzszej pracy doktorskiej podjeto probe: piramidyzacji genow: Lrl9, Lr24,
Lr26, Lr38, Lr63 w dwoch odmianach pszenicy jarej; opracowania metody multilpex PCR dla
powyzszych gendw; badania markerow zwigzanych z loci Lr63; badania cytogenetycznego

genotypow niosacych geny warunkujgcych odpornos$¢ na rdz¢ brunatng; analizy poziomu ekspresji
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genow zwigzanych z odpowiedzig na infekcje.

Z sukcesem opracowano 6 protokolow multilpeks dla gendéw Lrl9 (Xwmc221), Lr24
(Sr24#12), Lr26 (P6M12) i Lr38 (Xwmc773). Optymalizacja powyzszych reakcji jest ztozong
procedura, ktdra opiera si¢ gldwnie na metodzie prob 1 btedow. Do tej pory nieliczne prace opisujg
proces przygotowania protokotow multipleks PCR (Chamberlain i Chamberlain, 1994; Henegariu
1in., 1997). Reakcje te sg szeroko stosowane w hodowli roslin do m.in. charakterystyki plazmy
zarodkowej i MAS (Yap i in., 2016), identyfikacji organizméw zmodyfikowanych genetycznie (Bak
i Emerson, 2019) oraz testow patologicznych (Otti i in., 2016). Szybko$¢ metody oraz zredukowane
koszty badan sprawiaja, ze metoda ta jest korzystna. Do tej pory opracowano kilka protokotow
umozliwiajacych jednoczesne analizy genéw odpornosci na rdz¢ brunatng. Sumikova i Hanzalova
(2010) opracowaty protokot do wykrywania genow Lr26 i Lr37. W ramach badan Aybeke (2015)
opisywal probg uzyskania protokotu do identyfikacji genéw: Lr9, Lr19, Lr24 i Lr28. Z sukcesem
otrzymano jedynie reakcj¢, w ramach ktorej mozliwa jest identyfikacja genow Lr19, Lr24 i Lr28,
gdyz produkt amplifikacji markera sprzezonego z genem Lr9 byt zblizony do produktu Lr28.
W powyzszej rozprawie doktorskiej do analizy genu Lr38 wykorzystywano sprzgzone markery
Xwmc773 oraz Xbarc273, jednak wielkosci produktu amplifikacji markera Xbarc273 oraz markeréw
sprzezonych z genem Lr63 sa zbyt podobne do pozostatych dlugosci wykorzystywanych markerow,
co uniemozliwilo zaprojektowanie wspdlnych protokotow. Wieksza ilo$¢ starterow w reakcji PCR
zwigksza ryzyko uzyskania niespecyficznych produktow amplifikacji, glownie powodowane
tworzeniem si¢ dimerow starterow (Brownie i in., 1997). Podczas analiz markera sprzezonego
z genem Lr24 amplifikowaly produkty niespecyficzne, wyrdznione bardziej niz pozadany produkt,
prowadzac do zuzywania sktadnikow reakcji 1 powodujac zaburzenia w przylaczaniu oraz
wydhuzaniu starterow. Dlatego optymalizacja protokotéw multipleks PCR prowadzi do
zminimalizowania niespecyficznych reakcji. Tomkowiak i in. (2021) do analiz otrzymanych kolekcji
pszenic zaprojektowali reakcje multipleks PCR dla genow APR: Lr34 i Lr46 odpowiedzialnych za
odpowiedz na reakcje patogenu w stadium dorostej rosliny. Wykorzystanie markerow sprzezonych
Z genami gtownymi oraz genami APR do jednoczesnej analizy zaprojektowali Lata i in. (2022). Do
reakcji zastosowano marker Sr24#50 sprz¢zony z genem Lr24 oraz csGS sprz¢zony z genem Lr68.
Powyzej opisywane reakcje multipleks PCR wykorzystuja markery, ktore sg zwigzane z efektywnymi
genami odpornosci i moga by¢ z powodzeniem stosowane w programach hodowlanych.

Genom pszenicy ze wzgledu na swoja ztozono$¢, obecnos¢ elementow transpozycyjnych oraz
wystepujacych powtorzen stawia przed naukowcami wiele wyzwan. Analizy genomu prowadzone
przez Miedzynarodowe Konsorcjum Sekwencjonowania Genomu Pszenicy (IWGSC, ang.
International Wheat Genome Sequencing Consortium) ujawnity lacznie 88733 homologicznych

gendow wsrod subgenoméw A, B i D. W 2018 roku Konsorcjum przedstawito genom pszenicy tym
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samym udostepniajgc lokalizacje 107897 genow (Alonge i in., 2020; IWGSC i in., 2018). Do tej pory
liczba sklonowanych gendéw warunkujacych odporno$¢ na rdz¢ brunatng jest ograniczona,
optymistyczne perspektywy przewiduja, ze w ciggu najblizszych 15 lat mozliwe bgdzie sklonowanie
wiekszosci genow, jednak moze by¢ to spore wyzwanie. W szczeg6lnosci wyzwaniem sg geny
odpornosci pochodzace z gatunkdéw pokrewnych, gdzie rekombinacja w regionach obejmujacych
obce introgresje jest thumiona (Kumar i in., 2022). Klonowanie genéw Lr niezbg¢dne jest do
dywersyfikacji kombinacji genéw w celu uzyskania trwatej odpornosci, a brak sekwencji danych
gendw jest czynnikiem limitujgcym doktadniejsze poznanie mechanizmoéw odporno$ciowych (Li
i in., 2023). U roslin podczas niekompatybilnej interakcji gen (R) rozpoznaje czasteczki efektorowe
inicjujac dalsza odpornos¢ w tym zwigkszong ekspresj¢ genow PR (Jain i Khurana, 2018). Biatka PR
wytwarzane przez ro$liny w odpowiedzi na infekcje patogenem sg cze$ciag mechanizmu obronnego.
W powyzszej pracy przeprowadzono analiz¢ ekspresji genow PR2, PR5, PR9 i PRA2 zwigzanych
Z obrong podczas pierwszych etapow infekcji Puccinia triticinia u 2 odmian pszenicy jarej: Mantra,
KWS Carusum; podatnej formie Thatcher; liniach izogenicznych Thatcher + Lr19, Thatcher + Lr24,
Thatcher + Lr26, Thatcher + Lr38, Thatcher + Lr63; formach niosacych translokacje z genami
odpornosci: P1578204, P1578212, P1614023, P1675464, P1675466 oraz pokoleniu F3 z piramidyzacja
genoéw R uzyskanych mieszancow: 94al, 114al, 89d1,106b1, 130c4, 130b7, 10913, 103{31.

Infekcja P.triticinia nastepuje poprzez wniknigcie do tkanek lisci pszenicy przez aparaty
szparkowe, urediniospory kietkuja na powierzchni liscia tworzac apressorium w ciggu 3 godzin po
kontakcie z organizmem zywiciela. W kolejnych godzinach wnika do tkanki poprzez strzgpke
infekcyjng. Po kontakcie z komérkami w srodkowej warstwie tkanki lisciowej okoto 12 godzin po
infekcji rozpoczyna si¢ roznicowanie komorek haustorium. W 24 godzinie utworzone ssawki
pobieraja substancje pokarmowe z organizmu zywiciela (Casassola i in., 2015).

Biatka PR5 wykazujg kluczowa rolg w tolerancji na stres biotyczny i abiotyczny (Das i in.,
2011), ulegaja ekspresji w wielu organach, moga by¢ zlokalizowane w cytoplazmie, wakuolach lub
by¢ wydzielane na zewnatrz komoérki, Gen TaLrl9TLP1 ulega ekspresji w korzeniach, todygach,
a takze liSciach pszenicy, traktowanie lisci MeJa, SA, ABA indukuje akumulacje transkryptu.
W swoich badaniach Y. Zhang i in. (2017) w transformowanych komorkach zidentyfikowali biatko
TaLrl9TLP1-GFP w apoplascie. Biatko PR5 w tytoniu indukowane stresem abiotycznym oraz
biotycznym, oraz jego homologi w pomidorach i ziemniakach wykazywaly wysokie poziomy
ekspresji, natomiast nadekspresja biatka u tytoniu skutkowata zwigkszona odpornoscia (Zhang i in.,
2019). Ekspresja genu TaLr19TLP1 wykazywata zwigkszony poziom podczas niezgodnej interakcji,
zgodna interakcja charakteryzowata si¢ niskimi wartoSciami (Nawrot i in., 2021). Analizy
transkryptow u roslin z wyciszonym genem TaLrl9TLP1 prowadzone przez Zhang i in. (2017)

wykazaly, ze reakcja odpornosci hamuje wzrost i rozwoj grzyboéw. Badania biatka PR5S ObTLP1
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u O. basilicum po infekcji S. sclerotiorum wykazywaty podobne wzorce jak u pszenicy (Misra i in.,
2016). Jednak w obu badaniach po traktowaniu MeJA obserwowano nagly wzrost w 6 hpi,
a w dalszych godzinach powolne obnizenie poziomu ekspresji. Analizowane genotypy w powyzszej
pracy doktorskiej charakteryzowaly sie statym wzorcem, potwierdzonym w testach statystycznych,
gdzie w 6 hpi nastepowat nagly wzrost poziomu ekspresji, a nastepnie nagly spadek wartosci. Punkt
czasowy 48 hpi charakteryzowat si¢ ponowie skokiem poziomu ekspresji. Wyjatkiem byt mieszaniec,
130c4 charakteryzujacy si¢ piramidyzacja genow: Lrl9, Lr24, Lr38 oraz Lr63 u ktorego po naglym
wzroscie w 6 hpi, spadek nastepowat stopniowo.

Biatko PR2, nalezy do grupy enzymodw, ktore w reakcji na stres regulujg odktadanie kalozy.
B-1,3-glukanaza moze hydrolizowac -1,3-glukany zlokalizowane w §cianie komorkowej grzybow.
Degradacja $ciany komorkowej oraz jej dezorganizacja prowadzi do $mierci patogenu (Farrakh i in.,
2018). Prasad i in. (2019) analizowali poziom ekspresji genu PR2 w linii podatnej oraz odpornej
z genem Lr24 po inokulacji patogenem Pt. Poziom ekspresji w niezgodnej interakcji w porownaniu
z interkacjg zgodng byt wyzszy podczas poczatkowych godzin (do 3 hpi) a takze pdzniejszych: od 24
do 48 godzin po inokulacji, natomiast w 6 i 12 godzinie poziomy byly nizsze. U roslin
zainfekowanych patogenem Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst) odpowiedZ byta odwrotna, to
ro$liny podatne wykazywaly wyzsze wartosci ekspresji PR2 w 6 hpi w poréwnaniu do roslin
odpornych (Lata i in., 2022). Badania poziomu p-1,3-glukanazy u Cajanus caja po infekcji
patogenem Fusarium udum u odmian odpornych w 2 i 24 hpi obserwowano poziom najwyzszy,
u odmian podatnych gen ulegat ekspresji pézniej i w mniejszym stopniu (Patil i in., 2021). Podobne
wzorce obserwowano u kukurydzy podczas infekcji Fusarium verticillioides (Lanubile i in., 2012).
Analizy mieszancoOw oraz pozostatych genotypdéw wskazuja, ze poziom ekspresji badanego genu PR2
osiggal swoje maksymalne wartosci przed inokulacjg oraz 6 hpi, natomiast spadki od 12 do 24 hpi.
Wysokie warto$ci tuz po zastosowaniu stresu, $wiadcza o dziataniu p-1,3-glukanazy we wczesnych
etapach infekcji, katalizujac hydroliz¢ wigzan 1,3-B-D-glikozydowych ostabiajac $ciany patogenu,
zapobiegajac tworzenie ssawek. Genotypy Thatcher oraz Thatcher + Lr24 charakteryzowaly sie
niskimi poziomami ekspresji tego genu, co moze $wiadczy¢ o interakcji zgodnej. Kumulacje genow
R w przeprowadzonych analizach sugeruja zwigkszony poziom ekspresji w poczatkowych fazach po
infekcji patogenem w poréwnaniu do linii izogenicznych z pojedycznymi genami Lr oraz linii
podatnej.

Peroksydazy (PRA2 1 PR9) to szeroka grupa enzymoéw katalizujacych redukcje nadtlenkow.
Biatka te odgrywaja kluczowa role w tworzenie bariery wzmacniajac $ciang komorkowa, w celu
zapobiegnigcia rozprzestrzeniania si¢ patogenu (Lata i in., 2022). Geny zaangazowane w wybuch
oksydacyjny sa silnie indukowane juz w szdstej godzinie po interakcji z patogenem. U roslin

podatnych i1 odpornych obserwowana jest pierwsza reakcja w ciggu kilku minut, natomiast druga
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reakcja nast¢puje w ciggu kilku godzin od infekcji tylko u ro$lin odpornych (Farrakh i in., 2018).
W badaniach Prasad i in. (2019) inokulacja patogenem Pt u roslin podatnych powodowata wzrost
ekspresji PR9 na wczesnych etapach i spadek od 12 godziny, podczas gdy genotyp odporny
charakteryzowat sie¢ stabilnym profilem ekspresji we wszystkich punktach czasowych. Infekcja
pszenicy patogenem Pst w interakcji nickompatybilnej powodowala znaczacy wzrost
w poczatkowych fazach infekcji, po czym obserwowano spadek w 12 i 24 godzinie. Ponowny wysoki
poziom identyfikowano w 48 hpi zwigzany z drugim wybuchem oksydacyjnym (Lata i in., 2022).
W badanych genotypach u odmiany podatnej Thatcher poziom ekspresji byl staly po pierwszej
odpowiedzi genu PR9. Najwickszg odpowiedZz obserwowano u linii Thatcher + Lr26, jego
poczatkowa ekspresja oraz tuz po infekcji byta 40 krotnie wyzsza od linii podatnej. Mieszance,
u ktorych doszto do piramidzyacji genéw charakteryzowaty si¢ podobnym profilem, w ktérym
obserwowano wzrost w 6 hpi, spadek w nastgpnych godzinach oraz ponowny wzrost w 24 i 48 hpi,
co moze $wiadczy¢ o drugiej reakcji w odpowiedzi na infekcje patogenem. Badania PRA2 wykazuja
podobne wzorce profilow ekspresji u Dmochowska-Boguta i in. (2013) do reakcji genu PR9.
W odpornych (Thatcher + Lr9 i Thatcher + Lr26) liniach druga reakcja na infekcjg w 48 hpi
nastepowata tuz po pierwszej reakcji w 6 hpi. Jednak wykazano, ze w linii Thachter + Lr26 aktywnos¢
oksydazy NADPH ma wigkszg role niz peroksydaza podczas infekcji Pt. Moze by¢ to zwigzane
z translokacja pochodzaca z zyta, a wzorzec odpowiedzi moze by¢ podstawowa odpornoscig zyta
przeniesionego do pszenicy (Dmochowska-Boguta i in., 2013). Poziom ekspresji genu PRA2
badanego przez Prasad i in. (2019) w odpowiedzi na stres wywolywany patogenem Pt u roslin
podatnych byt wysoki w porownaniu z ro§linami odpornymi. Prowadzone badania na mieszancach
wykazaly, ze ekspresja poziomu genoéw PR9 i PRA2 podczas pierwszej reakcji na patogen jest
wigksza niz w liniach z pojedynczym genem odpornosci.

W powyzej rozprawie doktorskiej przeanalizowano poziom ekspresji czterech genéw bialtek
PR w genotypach z pojedynczymi genami Lr oraz z piramiydyzacja genéw R po infekcji patogenem
Pt. Analizy ekspresji genow wykazaly, ze poziom transkrytpow PR2, PR9 byl wyzszy u roslin
z piramidyzacja genow w porownaniu z linig Thatcher, gen PRA2 ulegal znacznym wahaniom,
natomiast poziom ekspresji genu PRS u ro$lin z wigksza iloscia gendow R, wigzat si¢ z nizsza
warto$cig od genotypu Thatcher. Rozne szlaki sygnatlowe mogg regulowac geny odpornosci, ktére
oddziatuja na siebie w celu uzyskania odpornosci. Poziomy ekspresji badanych gendéw roznity si¢
znaczaco w obrebie punktow czasowych oraz migdzy liniami z genami Lr. Wskazywac to moze, ze
odporno$¢ nadawana przez gen gtdéwny (Lr) wynika z dziatania réznych gendw zwigzanych z obrona,
ktére moga by¢ regulowane przez szlaki sygnalowe. Biatka PR sg obiecujacymi kandydatami
w odpowiedzi obronnej roslin, wykazujac udziat w stresach biotycznych i abiotycznych. Jednak

wymagajg dalszego poznania wzajemnych interakcji oraz oddziatywania z genami.
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9. Podsumowanie i wnioski

Badania nad genetycznymi mechanizmami odpornosci pszenicy sg istotne, szczegdlnie w
kontekscie Europejskiego Zielonego tadu, ktory promuje zréwnowazone rolnictwo i redukcje
chemicznych §rodkow ochrony roslin. W niniejszej pracy analizie poddano réznorodno$¢ genetyczna
pszenicy, jej udomowienie oraz rolg gendw odpornosciowych w hodowli odmian odpornych na
choroby, takie jak rdza brunatna. Analiza procesu udomowienia pszenicy, w tym przeptywu genow,
ma kluczowe znaczenie dla hodowli odpornosciowej. R6zne gatunki pszenicy i pokrewne rosliny z
rodziny Triticeae, jak rowniez gatunki diploidalne, stanowig cenne zrodto gendéw odpornosciowych.
Proces ten jest wspomagany przez zaawansowane techniki genetyczne, takie jak translokacje
chromosomowe i multipleks PCR, ktore umozliwiajg identyfikacj¢ i przenoszenie pozadanych genow
do uprawianych odmian. Analizy cytogenetyczne oraz molekularne wskazuja, ze istnieje zwigzek
miedzy wielkoS$cig translokacji a jej dziedziczeniem. Mate translokacje przekazywane sa w sposob
bardziej stabilny, w przeciwienstwie do wigkszych translokacji, ktore moga prowadzi¢ do
nieptodnosci lub zaburzenia w rozwoju roslin potomnych. Jednak dziedziczenie jest procesem
ztozonym, na ktéorego wplyw moga mie¢ czynniki genetyczne i $rodowiskowe. Dodatkowo
optymalizacja metod multipleks PCR, umozliwiajaca jednoczesng analize¢ kilku genéw odpornosci,
jest waznym krokiem w programach hodowlanych, pozwalajac na efektywna selekcje odmian o
wysokiej odporno$ci na patogeny. Badania nad ekspresjg genéw PR (ang. Pathogenesis-Related)
wykazujg ich kluczowsg role w obronie roslin przed infekcjami, szczegdlnie w odpowiedzi na stres
biotyczny. Wprowadzenie kilku genéw odpornosci jednoczesnie (piramidyzacja gendéw) zwigksza
skuteczno$¢ obrony roslin. Badania nad ekspresja genéw warunkujacych odporno$¢ u réznych
genotypOw pszenicy wskazuja na ztozonos¢ reakcji obronnych 1 potencjalne korzysci wynikajace z
kumulacji genéw R, co sugeruje kierunek przysztych badan w kontek$cie rozwijania

zrdbwnowazonego rolnictwa.
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Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

10.

11.

12.

Piramidyzacja genow gtownych Lr, zwlaszcza kombinacje z genami Lr24 i Lr26, maja
wplyw na podwyzszenie poziomu odpornosci roslin na infekcj¢ patogenem P. triticinia.
Opracowanie i optymalizacja protokotow PCR multipleks dla analizy genow
odpornos$ciowych (Lr19, Lr24, Lr26 i Lr38) sg istotne dla skutecznego monitorowania i
selekcji genotypow w hodowli pszenicy. Metoda ta jest korzystna ze wzgledu na szybkos¢
1 redukcj¢ kosztéw badan.

Jednoczesna identyfikacja obcych segmentéw chromatyny za pomoca metody GISH
umozliwia $ledzenie wielko$ci dziedziczonych fragmentow.

Im wigksza translokacja tym cze¢$ciej dochodzi do eliminacji fragmentéw pochodzacych
Z obcych gatunkow.

Polimorfizmy krétkiego ramienia chromosomu 3A pszenic diploidalnych, spowodowane sa
rozproszeniem geograficznym i adaptacja do lokalnych warunkow srodowiska.

Do identyfikacji obecnosci genu Lr63 mozliwe jest wykorzystanie sprzezonych markeréw
molekularnych Xbarc57 i Xbarc321.

Geny ARF i TUB sa stabilnymi genami referencyjnymi dla metody qPCR podczas analizy
pszenicy po porazeniu patogenem P. triticinia .

Poziom ekspresji genéw bialek PR rozni si¢ w zaleznos$ci od genotypu 1 liczby genéw R
w roslinach po infekcji patogenem Pt.

Geny PR2, PRA2, PR5 i PR9 zwigzane sg z szybka reakcja odporno$ciowa na patogen, ich
najwyzsze poziomy ekspresji obserwowano w 6 godzinie po infekcji.

Geny PR2 i PR9 wykazuja wyzszy poziom ekspresji U roslin z piramidyzacja genow,
podczas gdy gen PR5 wykazuje nizsza ekspresje w tych samych ro$linach.

Wahania poziomu ekspresji genu PRA2 i r6znice migdzy liniami z genami Lr sugeruja, ze
odpornos¢ roslinna jest regulowana przez rézne szlaki sygnalowe 1 geny zwigzane z obrong.
Wyniki pracy wskazuja na konieczno$¢ dalszych badan dotyczacych reakcji
odporno$ciowej zwigzanej z genami PR oraz ich oddziatywania z genami gtéwnymi

odpornosci na rdze brunatna.
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Abstract: Wheat is one of the world’s crucial staple food crops. In turn, einkorn wheat (Triticum
monococcum L.) is considered a wild relative of wheat (Triticum aestivum L.) and can be used as a
source of agronomically important genes for breeding purposes. Cultivated T. monococcum subsp.
monococcum originated from T. monococcum subsp. aegilopoides (syn. T. boeticum). For the better
utilization of valuable genes from these species, it is crucial to discern the genetic diversity at their
cytological and molecular levels. Here, we used a fluorescence in situ hybridization toolbox and
molecular markers linked to the leaf rust resistance gene Lr63 (located on the short arm of the
3A™ chromosome—3A™S) to track the polymorphisms between T. monococcum subsp. monococcum,
T. boeticum and T. urartu (A-genome donor for hexaploid wheat) accessions, which were collected
in different regions of Europe, Asia, and Africa. We distinguished three groups of accessions based
on polymorphisms of cytomolecular and leaf rust resistance gene Lr63 markers. We observed that
the cultivated forms of T. monococcum revealed additional marker signals, which are characteristic
for genomic alternations induced by the domestication process. Based on the structural analysis of
the 3A™S chromosome arm, we concluded that the polymorphisms were induced by geographical
dispersion and could be related to adaptation to local environmental conditions.

Keywords: chromosome alternations; diploid wheat; species dispersion; domestication; einkom; leaf
rust resistance

1. Introduction

Crop wild relatives (CWRs) are considered wild species that have sufficient levels
of interfertility with other crops [1]. CWRs carry many beneficial traits for breeding,
especially those, which have been lost during domestication and breeding selection, as well
as novel adaptive alleles that can enhance crop diversity and productivity [2]. Initially, the
classification for CWRs was established through the empirical crossing that resulted in four
major germplasm categories: primary (no crossing barriers), secondary (benign crossing
barriers), tertiary (requires special methods to obtain hybrid organisms, such as embryo

rescue), and quaternary (genetic engineering technics are necessary to be performed) [1].

Triticum monococcum L. (2n = 2x = 14 chromosomes; A™A™) is closely related to Triticum
urartu Thumanjan ex Gandilyan (2n = 2x = 14; AYA"), which has been reported as one of
the primary gene pool ancestors of hexaploid wheat (Triticum aestivum L.; 2n = 6x = 42;
BBAADD) from which the A-genome originated [3]. T. monococcum presents a high genetic
variability, making it a significant gene pool for other species. Due to its close affinity to
common wheat, it has been reported as a source of valuable genes, i.e., disease resistance
genes, including leaf rust resistance genes [4]. Leaf rust (Lr) is a fungal disease caused
by Puccinia triticina Eriksson. It is the most widespread of the wheat rust diseases, which
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occurs in almost all growing areas and limits wheat production worldwide. The disease
can take the form of an epidemic, which can lead to severe economic losses [5]. Until now,
over 80 Lr resistance genes have been identified within the Triticeae tribe [6]. Some of these
genes have been used to develop resistance to leaf rust in wheat varieties [5], including the
Lr63 gene, which is located on a short arm of chromosome 3A™ (3A™S) of T. monococctim. 1t
is the only mapped leaf rust resistance gene on the distal part of chromosome 3A™S, and is
linked with microsatellites locus Xbarc321 and Xbarc57 markers (2.9 cM) [7].

Crop domestication is a process inseparably linked to the transition from hunter—
gatherer societies to settled agriculture (the ‘Neolithic revolution’; [8]), which indepen-
dently appeared over a dozen times in various regions around the world from 10,000 to
12,000 years ago (ya) ca., to as recently as 30004000 ya [9-11]. This process can be called a
conscious artificial selection of plants used in order to enhance their relevance to human
demands, such as flavor, harvest, preservation, and methods of breeding. However, this
process has been reported to be unconscious as well [12]. It is claimed that the factors
which are responsible for early domestication include (1) the relocation of plants to new
environmental niches, (2) human migration, and (3) genetic and genomic alternations,
which are specific to selection [12]. Demographic effects often associated with domesti-
cation resulted in conspicuous impacts on genomic architecture, such as reductions in
ineffective population sizes, reductions in diversity, and changes in the mating system,
as well as targeted selection of specific traits [13,14]. There are also a number of reports
showing evidence of large-scale chromosomal structural changes [15], changes in repetitive
sequence content [16], and changes in gene variations and their copy numbers [17]. Culti-
vated T. monococcum L. subsp. monococcum originated from T. boeticum (syn. T. monococcumt
subsp. aegilopoides), which was widespread in southern Europe and western Asia. Even
before domestication, T. boeticum was divided by the strong genetic differentiation into
three races: race «, race 3, and race y [18]. However, only one race (3) has been exploited
by mankind [18]. Precisely, wild T. boeticum was domesticated in the Karacadag mountains
in southeast Turkey [19] and spread to several locations of the Fertile Crescent as the first
cultivated wheat, called einkorn (T. monococcum L. subsp. monococcum) (Kilian et al. 2007).
The common name was derived from the German “Einkorn”, which means ‘single grain’,
and relates to the occurrence of only a single grain per spikelet [20]. However, the name
einkorn is used sometimes for both the wild (subsp. aegilopoides) and the cultivated (subsp.
monococcumni) forms. This cereal was important in the early Neolithic agriculture, but now
is extensively grown in western Turkey, the Balkans, Switzerland, Germany, Spain, and
the Caucasus [21]. During the last 5000 years, einkorn was eradicated and replaced by
tetra- and hexaploid wheat. What is interesting is that both T. monococcum and T. boeticum
(T. monococcum subsp. aegilopoides) are reproductively isolated from wild T. urartu (a progen-
itor of the A-genome of hexaploid wheat) with interspecific hybrids being sterile, although
the two wild forms have comparable morphologies [22]. Cultivated einkorn is represented
by a broad genetic variation [20]. This taxon includes nearly twenty identified botanical
varieties [23] and six ecogeographical groups. The geographical diversification of T. mono-
coccum from the domestication area was well restored through grain remains discovered in
archaeological excavations [18,20], and is an example of well-documented speciation in the
background of time and location.

What is interesting is that T. monococcum, T. boeticum, and T. urartu are karyotypically
similar and have similar Giemsa C-banding patterns [24]. However, it was reported that
fluorescence in situ hybridization (FISH), which allows for the direct localization of DNA
sequences on chromosomes, revealed a number of intra- and interspecific divergence within
diploid species of wheat [4,25-28]. FISH in plants commonly involves the application of
probes containing conservative high-copy sequences. One of them is the Afs-family DNA
probe, which is one of the most useful ones for the chromosome identification of diploid
A-genome wheats. The Afa-family probe allowed for the recognition of the majority of
chromosomes of cultivated einkorn [28] and T. urartu [4]. Other repeat DNA families, which
were isolated from the bread wheat genome, among others, include pTa-86, pTa-465, pTa-
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535, and pTa-713 [29-31] which can also provide informative labelling patterns for wheat
chromosome discrimination. Among them, the probe pTa-535 was reported to generate the
largest number of signals on the A-genome chromosomes, which are chromosome-specific.
This clone is a 342 bp tandemly repeated DNA sequence, showing ~80% homology with
the clone pTa-173, a member of the Afa-family [29].

In this study, we used molecular cytogenetics to analyze the karyotypes of T. mono-
coccum accessions originating from different regions of eastern Europe, western Asia, and
North Africa. Precisely, we analyzed the structural changes of the short arm of chromosome
3A™, which were probably induced by geographical dispersion and adaptation to local
environmental conditions using cytomolecular tools and molecular markers linked to the
Lr63 locus.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material

Sixteen diploid wheat genotypes (Table 1) collected from different geographical regions
were used in this study. One hexaploid wheat (Triticum aestivum L. subsp. aestivum) ‘was
the reference for the presence of locus Lr63 (GSTR 444). Chinese Spring (CS) wheat was
used as a standard control and for molecular probe generation as well. All accessions
were provided by the National Small Grain Collection located at the Agricultural Research
Station in Aberdeen, WA, USA.

Table 1. Origin and presence of Xbarc321 and Xbarc57 markers linked to Lr63 locus in tested diploid

wheat. “+"—presence of marker; “-"—absence of marker.

No. Plant ID Cultivar Species Origin Xbare321 Xbarch57
1. GSIR44 Lr63 Triticum aesfivun: Canada + +
subsp. aestivum
2. CLTR17667 - Triticum urartu Turkey - +
3. P1428316 G3220 Triticum urartu Iran - +

Triti
4 PI225164 Kaploutras Fici monocacem Greece + =
subsp. monococcim

Triticum monococcum

5. P1428011 G3224 o
subsp. aegilopoides

Azerbaijan + +

6.  PI554513  SATKIS54-028.00 | iticum monocaccurm Soviet Union + =
subsp. aegilopoides

7. PI668147 Kromeriz Triticum monococcum Former ] N N
subsp. monococcum Czechoslovakia

Triticum monoceccum

Albania + +
subsp. monococcum

8. PI1277130 ATRI613/59

9. PI614649 UKR-99-075 e nocorcs Ukraine + -
subsp. aegilopoides

Triticiem monococcum

10. PI1290508 V.J. 388 Hungary + -+
SUbSp. monococcum

11 PI662221 GRO5-052 Triticum monococcum Greece " }
subsp. aegilopoides

12 PI307984 K930 e Morocco - +
subsp. monococcim

13. CLTR17664 - Triticum urartu Lebanon - -

4. PN7019% 2498 L T Turkey + +
subsp. monococcum

15, PI326317 WIR 18140 LB TS U T Azerbaijan + +
subsp. monococcim

Triticiem monococcum
SUbSp. monococcum

17. P1487265 SY 20033 Triticum urartu Syria = +

16. PI1591871 SN-264 Georgia + +
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2.2. Identification of Molecular Markers Linked to Lr63

GeneMATRIX Plant and Fungi DNA Purification Kit was used to perform DNA
isolation from the leaves of 10-day-old seedlings (EURx Ltd., Gdansk, Poland). DNA
quality and concentration were measured using a DeNovix spectrophotometer (DeNovix
Inc., Wilmington, DE, USA) at the spectral length of 260 and 280 nm. The samples were
diluted with Tris buffer (EURx Ltd., Gdansk, Poland) to attain a concentration of 50 ng/pL.
To identify gene Lr63, the molecular markers Xbarc57 and Xbarc321 [7] were used. PCR
reaction was carried out in 25 pL. volumes, consisting of the following: 1uL of two primers
(Sigma); 12.5 pL. FastGene® Optima HotStart ReadyMix (NIPPON Genetics, Europe GmbH,
Diiren, Germany), which included FastGene® Optima DNA Polymerase blend (0.2 U per pL
reaction), FastGene® Optima Buffer (1X), dNTPs (0.4 mM of each dNTP at 1X), MgCl, (4 mM
at 1X), and stabilizers; 2 uL of DNA templates; and PCR-grade water. A PCR procedure
was adjusted based on the standard protocol. The primer annealing temperatures of the
marker primers were 52 °C for Xbarc321 and 60 °C for Xbarc57 [7]. The PCR final reaction
included an initial denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles (denaturation,
94 °C for 45 s; primer annealing, 52 or 60 °C for 30s; elongation, 72 °C for 1 min), followed
by the final extension for 7 min at 72 °C and storage at 4 °C. Polymerase chain reaction
(PCR) was performed with the Labcycler thermocycler (SensoQuest GmbH, Gottingen,
Germany). Amplification products were separated on 2% agarose gel (Bioshop, Canada
Inc., Burlington, ON, Canada) in 1xTBE buffer (Bioshop, Canada Inc., Burlington, ON,
Canada) for one and a half hours. Midori Green Advanced DNA Stain (Nippon Genetics
Europe, Diiren, Germany) was added to agarose gel. The UV Molecular Imager Gel Doc™
XR system with Biorad Bio Image™ software (Biorad, Berkeley, CA, USA) was used to
visualize the amplification products.

2.3. Chromosome Preparation

Seeds were germinated in Petri dishes laid out with filter paper and flooded with water
at room temperature (22 °C) for 4-6 days. After this time, root tips were cut off and stored
in ice-cold water for 26 h. Fixation of the root tips was performed using ethanol and acetic
acid (3:1, v/v). Mitotic preparations were created from root tips by digesting them with an
enzyme mixture consisting of 20% (v/v) pectinase (Sigma), 1% (w/v) cellulose (Calbiochem),
and 1% (w/v) cellulase ‘Onozuka R-10" (Serva). By previously washing them with 0.01 M
sodium citric buffer, slides were prepared according to the Kwiatek et al. [30] procedure.

2.4. DNA Molecular Probes

Genomic DNA from “CS” wheat was used to amplify the following repetitive se-
quences: pTa-86, pTa-535, and pTa-713, which were used as molecular probes (Table 2) [30].
According to Komuro et al. [30], two clones (pTa-535 and pTa-713) were determined to have
especially valuable sequences for chromosome identification. In combination with pTa-86
(the pSc119 homologous sequence), these probes enabled the unambiguous discrimination
of all wheat chromosomes, including orientation.

Table 2. Primer sequence and PCR terms for amplification of wheat repetitive sequences [29,30].

NCBI GenBank ¢ ’ ’ Annealing
Clone Sequence Number Fximer Sequences (57t 3) Temperature (°C)
ACGATTGACCAATCTCGGGG
pTa-36 RC2905% ACCGACCCAAATTACGAGAGT D
GCATAGCATGTGCGAAAGAG
pTa-535 Sl TCGTCCGAAACCCTGATAC =
— 290894 GGGGCGGACGICGTTG 5

CCGTAAGATAGACAGGGTGGG
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The PCR mixture contained 12.5 pL of TagNovaHS Master Mix, 1 uL of forward/reverse
primers, 2 pL. of DNA, and 8.5 uL of nuclease-free water. PCR reactions were performed
under conditions of 95 °C for 3 min, 34 cycles of 95 °C for 30 s, annealing temperature
at 59 °C for 30 s, 72 °C for 60 s, and 72 °C for 5 min. Labeling of molecular probes was
performed using the nick translation method using the Nick Translation Kit (Roche/Merck).
The pTa-535 sequence was labeled with tetramethyl-5-dUTP-rhodamine (Roche), whereas
pTa-713 was labeled with digoxigenin-11-dUTP (Roche), and pTa-86 was labeled with
Atto647 (Jena Bioscience, Jena, Germany).

2.5. DNA Molecular Probes

According to Kwiatek et al. [30], FISH was carried out with modifications. The repeat se-
quences of pTa-86, pTa-535, and pTa-713 were used as molecular probes. The hybridization
mixture (10 pL/slide) contained: 50% formamide, 20% dextran sulphate, 10% 20xSSC, and
5% salmon sperm DNA and molecular probes. It was denatured at 70 °C for 10 min, 75 °C
for 3 min, and then stored on ice for 10 min. Chromosomal DNA was denatured for 4 min
at 70 °C with a hybridization mix and allowed to hybridize for 24 h at 37 °C. Digoxigenin-
11-dUTP detection was conducted using antidigoxigenin-fluorescein antibody (Roche).
Specific chromosomes were identified by comparing signal patterns and by comparing
them to Komuro’s et al. [29] work. Slides were analyzed at 1000x using a Delta Optical
FMAO050 microscope with a DLT-Cam PRO 12MP camera and DLT-Cam Viewer software.
Image editing and karyotyping were performed using Adobe Photoshop C6 software.

3. Results
3.1. Intraspecific Polymorphism of Chromosome Markers

We performed a cytogenetic analysis based on the following probes: pTa-713, pTa-535,
and pTa-86. All molecular probes provided signals on chromosomes of diploid wheat. FISH-
painted chromosomes were categorized according to Komuro et al. [29]. The hybridization
of the pTa-535 probe to chromosomes of einkorn species revealed clear and highly specific
labeling patterns. All chromosomes carried 1-2 hybridization sites in chromosome-specific
positions, although some intraspecific variation in signal localization and intensity has
been observed. Hybridization patterns of pTa-86 in T. urartu, T. monococcum ssp. Aegilopides,
and T. monococcum ssp. Monococcum were absent. In the T. urartu hybridization patterns of
pTa-535, only two genotypes (CLTR17664 and P1487265) were observed on chromosome
3A" in distal regions of long arms (Figure 1). The hybridization of the pTa-535 probe on
the T. monococcum ssp. Aegilopoides chromosome revealed one very small signal in the
subtelomeric region of the long arm in accession P1614649. A similar pattern was observed
in the distal part of the short arm in genotype P1428011 of T. boeticum, and the additional
hybridization sites of pTa-713 were found in the pericentromeric region (Figure 1).

Similar signal distributions of pTa-535 were observed in four accessions of T. mono-
coccum ssp. monococcum (P1290508, PI591871, P1668147, and PI1277130); one signal in the
pericentromeric region of chromosome 3A in the hexaploid wheat overlap with sites of
these accessions and the other pattern was noticed in the distal part of the short arms of
chromosome 3A™™. Two accessions (P1170196 and PI326317) contained signals located in
the subtelomeric region of the short arm. A weak signal was found in genotype PI225164
of einkorn in the subtelomeric region of chromosome 3A™™L (Figure 1). In accessions
CLTR17667, P1428316 (T. urartu); P1554513, P1662221 (T. monococcum ssp. aegilopoides), and
PI1307984 (T. monococcum ssp. monococcum), we observed a lack of hybridization patterns of
pTa-535 and pTa-713 (Figure 1).
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Triticum aestivum
rel. (Komuro et al.
2013)

CLTR17664 PI428316 PI487265

Triticum urartu
3A®

P1614649 P1662221 P142801

Triticum monococcum ssp.

aegilopoides

3A™

PI225164

Triticum monococcum SSp.

monococcum PI170196

JATm

Figure 1. Chromosomes 3A after FISH with pTa-713 (green) and pTa-535 (red) probes of CLTR17664,
CLTR17667, P1428316, PI487265, PI554513, P1614649, P1662221, PI428011, PI225164, PI1290508,
P1591871, P1668147, P1170196, P1277130, P1307984, and PI326317.

3.2. Polymorphism of Lr63 Loci

In parallel to the cytogenetic analysis, we analyzed the allelic variation in the Lr63 leaf
rust resistance loci at chromosome 3A (Figure 2). The expected specific product for marker
Xbarc321 was 191 bp according to Kolmer et al. [7]. In this experiment, 11 genotypes (PI
225164, P1428011, P1554513, P1 668147, P1277130, PI 614649, PI 290508, P1 662221, P1170196,
PI 326317, and PI 591871) revealed PCR products, which were identical to one specific to
GSTR 444 (reference genotype to locus Lr63) (Table 1 and Figure 2). Moreover, Xbarc57 was
used as the second marker in order to analyze the L763 locus. Compared to the reference
genotype (GSTR 444), the expected 240 bp products were identified in 11 genotypes (CLTR
17667, P1 428316, P1 428011, PI 668147, P1 277130, PI 290508, PI1 307984, PI 170196, P1 326317,
PI 591871, and PI 487265) (Table 1, Figure 2). The comparison of Xbarc321 and Xbarc57
marker analyses showed that both markers allowed to identify the Lr63 gene locus in seven
genotypes. Among them, six genotypes were considered as domesticated forms (Triticum
monocococcum subsp. monococcum) (P1 668147, PI 277130, PI1 290508, P1170196, PI 326317,
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and PI1591871) and one was a nondomestication form (PI428011) (Triticum monocococcum
subsp. aegilopoides).

M1 23456 78 91011121314151617 M

M1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 M

Figure 2. PCR amplification products of wheat genotypes with xbarc321 and xbarc57 markers linked
to Lr63 locus. M-50 bp DNA Ladder (NIPPON Genetics EUROPE GmbH); 1-17—wheat genotypes.

3.3. Rearrangements of Short Arm of 3A Chromosome

Taking into consideration the presence of molecular markers (Xbarc321 and Xbarc57)
and the signals of the pTa-535 probe on chromosome 3A of the short arm, it was possible to
divide the accessions into three groups (Figure 3). The first group included seven genotypes
carrying Lr63 markers and possessed hybridization patterns on chromosome 3A. These
accessions were as follows: PI 428011, PI 668147, PI 277130, PI1 290508, PI 170196, PI 326317,
and PI 591871, originating from Azerbaijan, Czechoslovakia, Albania, Hungary, Turkey,
Azerbaijan, and Georgia (Figure 3). The genotypes in the second group were characterized
by the presence of one marker (Xbarc321 or Xbarc57) and the absence of the pTa-535 probe
signal, including CLTR 17667, PI 428316, PI 225164, PI 554513, PI 614649, PI 662221, PI
307984, and PI 487265, originating from Turkey, Iran, Greece, the Soviet Union, Ukraine,
Greece, Morocco, and Syria (Figure 3). One accession (CLTR 17664 from Lebanon), included
in the last group, revealed the absence of Lr63 markers and hybridization signals (Figure 3).
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Present of one molecular marker (Xbare 57)

B c0d absence of hybridization patterns pTa-535 probe on
chiomosome 3AS of Triticum monococcum ssp.
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chromosome 3AS of Triticum urartu

Present of one molecular marker (Xbare 321)
B and absence of hybridization patterns pTa-$35 probe
on chromosome 3AS of Triticum monococcum ssp. monococeum

Figure 3. Geographical distribution of the studied accessions divided into three groups according pTa-
535 signal location, as well as molecular markers, the presence of a particular amplification product.

4. Discussion

Revealing how domestication and selection impact disease-related genes is one of the
crucial issues in plant genetics connected to resistance breeding. It has been reported that
hexaploid wheat originated due to two hybridization events [32]. First, two wild species,
Triticum urartu (A-genome donor) and an extinct species from the Sitopsis section (B-genome
donor), hybridized and formed wild tetraploid wheat (T. turgidum ssp. dicoccoides). After the
domestication of this wild form to cultivated tetraploid wheat (T. turgidum ssp. dicoccum), a
second hybridization occurred with the wild grass Ae. tauschii (D-genome donor) resulting
in the hexaploid wheat. The evolution of the resistance genes of wheat can be determined
with comparative analyses and the allele mining of diverse germplasms. For example, the
leaf rust resistance gene Lr10 (located on chromosome arm 1AS) was cloned from bread cv.
Thatcher Lr10 [33]. It was reported that diploid (T. urartu; A-genome donor) and tetraploid
(wild and domesticated) wheats carry a homologous sequence of Lr10, which has two
haplotypes at the Lr10 locus [34]. What is more, [35] suggested a balanced polymorphism
and maintenance of both haplotypes of the Lr10 gene sequence in the wheat gene pool,
which is similar to the evolutionary pathway of genes in other species, such as Rpm1
in Arabidopsis.

It is known that T. monococcum subsp. aegilopoides, T. monococcum subsp. Monococcum,
and T. urartu carry the genome A, which is the axial subgenome for all wheats (Triticum
sp.) [32]. Genes from these species can be introduced into wheat using direct crossing
and chromosomal recombination. Diversified collections of these species are present in
nature, widely distributed in different regions. The domestication of the diploid wheat
T. monococcum ssp. aegilopoides was located in the geographical region of the Karaca Dag
(Karacadag) volcanic mountain, located in present-day south-eastern Turkey [18]. The wild
form was first harvested and then transported to different geographical areas and cultivated
there. Transport involved migrating farmers or exchanging seeds for other material goods,
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because not all soils in the “Fertile Crescent” area were adjusted to cultivate crops. The
directions of the early spread of diploid wheat included areas of present-day Turkey, Iraq,
Syria, and Iran. In the later phase of agricultural expansion, crops were transported in
an already nascent state of domestication [18,36]. According to Kolmer et al. [7], only
one gene resistant to leaf rust (Lr63) has been mapped on the short arm of chromosome
3A™. The short arm of the 3A™ chromosome is also a region, where the main QTL for
seed dormancy [37] FLOWERING LOCUS T (FT)-like, TERMINAL FLOWERT (TFL1)-like,
and MFT-like [38] is located. Those loci are considered to be the most agronomically
important traits considering crop domestication. It could, therefore, be stated that the
selection pressure could alter this chromosome region with particular intensity. After all, it
is known that in the transition from gathering to cultivation, early farmers selected CWRs
with useful genetic modifications and developed improved populations with desirable
traits [39]. The abovementioned traits, as well as the loss of seed dispersal mechanisms,
increased grain size, the loss of vulnerability to environmental factors for germination
and flowering, synchronous ripening, and a compact growth habit are included in the
“domestication syndrome” characters, which are the most important adaptive traits selected
by mankind [40]. In this research, we observed the presence of two markers (Xbarc321 and
Xbarc57) and hybridization patterns of probe pTa-535 on chromosome 3A accessions, which
strongly indicated intra- and interspecific polymorphisms. The direction of the expansion
of the first group of accessions proved the later phase of agricultural spread. The second
group allowed to prove the early spread of einkorn, through directions of expansion and
intra- and interspecific polymorphisms. The third group (T. urartu) was never domesticated
and located near the Fertile Crescent. According to our cytogenetic observations, it could
be stated that a similar organization of the 3A™ chromosome (lack of pTa-535 signals and
lack of one or two SSR markers) of T. monococcum spp. monococcum and T. monococcunt
spp. aegilopoides compared to T. urartu was observed only in accessions collected from
the regions which were located closely to the domestication centers of einkorn wheat
(Turkey, Azerbaijan, Greece, and Ukraine). Additional pTa-535 signals which appeared on
the short arm of the 3A™ chromosome were observed in the accessions, which revealed
both markers linked to Lr63 loci. Interestingly, those accessions were collected near the
domestication center of T. monococcum (Turkey), as well as in central Europe (Hungary,
former Czechoslovakia, and Albania), and Georgia. Hence, it could be stated that forms
belonging to the first and second groups were more prone to be selected and perform
desirable domestication traits. Both repetitive sequence redundancies and proximities
to genes were reported to vary between cultivated and wild genotypes [41,42]. Such
differences suggest the potential function of repetitive sequences in crop domestication. For
example, differences in the proximity of retrotransposons to genes could contribute to the
significant phenotypic differences between wild and cultivated sunflowers [43]. Recently,
Ebrahizadegan et al. [44] reported that different classes of repetitive DNA sequences have
differentially accumulated between Aegilops tauschii subsp. strangulata and the other two
subspecies of Ae. tauschii that were in parallel with spike morphology, implying that
factors affecting the so called “repeatome” evolution are variable even among highly
closely related lineages. In our study, we observed that both markers linked with Lr63 loci

were present only in those accessions which revealed one or two additional pTa-535 sites.

This chromosome organization pattern was characteristic to most of the T. monococcum
subsp. monococcum accessions. Anker et al. [45] proposed that Triticum monococcum has
a nonhost status to the pathogens responsible for leaf rust, and showed that Triticum
monococcum subsp. monococcum is more rust-resistant compared to Triticum monococcum
subp. aegilopoides and Triticum urartu [45].

5. Conclusions

Considering that new virulence pathotypes and races keep on appearing constantly,
one of the key challenges for wheat breeders is the systematic development of new, elite
varieties carrying effective resistance genes. In the description of the domestication model
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of diploid wheat, Kilian et al. [36] reported that einkorn wheat retained a high level of

genetic diversity in the domesticated lines, which can be used to improve common wheat.

Alterations and reorganization of the repetitive DNA sequences are the strongest indications
of evolution and speciation processes. Therefore, the identification of polymorphisms in
chromosome structures of different accessions of einkorn wheat may be helpful in further
basic and application research.
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Abstract

Race-nonspecific resistance is a key to sustainable management of pathogens in bread wheat (Triticum aestivum L.) breed-
ing. It is more durable compared to race-specific immunity, conferred by the major genes (R), which are often overcome by
pathogens. The accumulation of the genes, which provide the resistance to a specific race of a pathogen, together with the
introduction of race-non-specific resistance genes is the most effective strategy aimed at preventing the breakdown of geneti-
cally conditioned immunity. PCR markers improved the productivity and accuracy of classical plant breeding by means of
marker-assisted selection (MAS). Multiplexing assays provide increased throughput, reduced reaction cost, and conserva-
tion of limited sample material, which are beneficial for breeding purposes. Here, we described the process of customizing
multiplex PCR assay for the simultaneous identification of the major leaf rust resistance genes Lr19, Lr24, Lr26, and Lr38,
as well as the slow rusting, race-nonspecific resistance genes: Lr34 and Lr68, in thirteen combinations. The adaptation of
PCR markers for multiplex assays relied on: (1) selection of primers with an appropriate length; (2) selection of common
annealing/extension temperature for given primers; and (3) PCR mixture modifications consisting of increased concentra-
tion of primers for the scanty band signals or decreased concentration of primers for the strong bands. These multiplex PCR
protocols can be integrated into a marker-assisted selection of the leaf rust-resistant wheat genotypes.

Keywords Molecular markers - Multiplex PCR - Leaf rust resistance - Slow rusting genes - Wheat

Introduction

Leaf rust, caused by the causal fungus, Puccinia triticina
Eriks. (syn. P. recondita Rob. ex Desmaz. f. sp. tritici), is
one of the most common and damaging diseases of wheat
worldwide (Huerta-Espino et al. 2011). Under optimal envi-
ronmental conditions, the infection can significantly reduce
the kernel weight and the number of kernels per ear, which
reflects in the yield reduction, even up to 70% (Kolmer 1996;
Chen et al. 2013).
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More than 80 Lr (leaf rust) genes, 83 Yr (yellow rust)
genes, and 63 Sr (stem rust) genes have been identified
and referred in the Catalogue of Gene Symbols for Wheat
(McIntosch 2019). Most of them belong to the group of
major resistance genes (R genes) (Kolmer et al. 2008a,
b). Several effective Lr resistance genes were successfully
introduced into wheat from related species, such as: Thino-
pyrum elongatum (syn. Agropyron elongatum), Th. inter-
medium and Secale cereale (Cai et al. 2001, Zhang et al.
2010, Salina et al. 2015). The Lr79 gene was transferred
into the wheat genetic background from Th. elongatum and
affects the plant hypersensitivity response and increases
the grain yield (Gupta et al. 2006). Th. elongatum is also
a source of the Lr24 gene, which provides leaf resistance
at seedling and adult plant stages (Rai et al. 2021; Sch-
achermayr et al. 1995). Another Thinopyrum species, Th.
intermedium, is a source of Lr38 gene, which ensures a
stable resistance of seedlings and adult plants to many
isolates of P. triticina, which appeared in Europe. Another
wheat relative, rye (Secele cereale L.), is a donor of the
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Lr26 gene, which is present in many varieties of wheat
carrying 1RS.1BL chromosome translocation (Mesterhizy
et al. 2000; Mebrate et al. 2008; Salina et al, 2015).

Another type of resistance genes, called race-nonspe-
cific or horizontal resistance genes, provide the durable
resistance against all races of different pathogens (Ellis
et al. 2014). Tn case of leaf rust, this type of resistance is
manifested by the slow progression of the infection (Cald-
well et al. 1968). So far, eight “slow rusting” genes have
been identified in the wheat genome: Lr34 (= Yri8/5r57/
Pm38), Lr46 (= Yr29/Sr58/Pm39), Lr67 (=Yr46/5r55/
Pm46), Lro8, Lr74, Lr75, Lr77, and Lr78 (Suenaga et al.
2003, Singh et al. 1998, Hiebert et al. 2010, Herrera-Foes-
sel et al. 2012, MclIntosh et al. 2015, Singla et al. 2017,
Kolmer et al. 2018a, b). The Lr34 is the best known and
characterized “slow rusting” loci (Dyck et al. 1987), which
confers a partial resistance to leaf rust, as well as a moder-
ate level of resistance to the stripe rust, caused by Puccinia
striiformis (Yr18; MclIntosh 1992, Singh 1992); powdery
mildew, caused by Blumeria graminis (Pm38; Spielmeyer
et al. 2005); stem rust, caused Puccinia graminis (Sr57;
Dyck 1992); and barley yellow dwarf virus (BdvI, Singh
1993). The presence of the Lr34 gene is also manifested by
the appearance of leaf tip necrosis in certain environments,
which can be used as a phenotypic assay for the presence
of the gene (Dyck 1991; Singh 1992). The Lr34 gene
encodes a pleiotropic ATP-binding cassette (ABC) trans-
porter, of the ABCG subfamily (Krattinger et al. 2009).
Resistant and susceptible haplotypes can be distinguished
by three single nucleotide polymorphisms (SNP) (Lagu-
dah et al. 2009). Other slow rusting genes, Lr46 and Lr68,
were described in Pavon and Parula cultivars, respectively
(Herrera-Foessel et al. 2012). Both genes showed a smaller
effect than Lr34, but the combined effect of Lr34, Lr46,
and Lr68 can assure near immunity (Martinez et al. 2001).
The effects of these genes when appearing alone, are mod-
erate; however, they can be used as backbone genes in
combinations and interactions with other major genes,
resulting in high levels of durable resistance.

The selection of individuals is an important stage in
wheat breeding. Currently, the classic selection is supported
by the identification of molecular markers related to valu-
able traits. Although molecular techniques are highly spe-
cific, sensitive, and reliable, nevertheless they are expensive,
laborious, and time-consuming. Multiplex polymerase chain
reaction (multiplex PCR) since its first description in 1988
(Chamberlain et al. 1988) has been successfully utilized
in many areas of DNA testing. It allows the simultaneous
amplification of two or more loci in one reaction (Henegariu
et al. 1997a), which reduces the time and costs of investiga-
tion; hence, it has been applied in marker-assisted selection
in breeding programs.

The aim of this work was to develop the multiplex PCR
protocols for the simultaneous identification of the major
leaf rust resistance genes Lrl9, Lr24, Lr26, and Lr38
together with the “slow rusting” genes Lr34 and Lr68 in
various combinations, which can be used for the selection
process in wheat breeding.

Materials and methods
Plant material and DNA isolation

The experimental material consisted of 8 accessions of
spring wheat (Table 1), which were reported as sources of
leaf rust resistance genes, including four near-isogenic lines
of ‘Thatcher’ with single genes (Lr 24, Lr26, Lr34, Lr38);
one spring wheat cv. ‘Chinese Spring’ which was used as
negative control for Lrl9, Lr24, Lr26, and Lr38 and one
spring wheat cv. ‘Artigas’ representing negative control for
Lr34 and Lr68. The plant material was obtained from the
National Small Grains Germplasm Facility, National Small
Grains Collection in Aberdeen, Idaho, USA. Seeds were
plated for germination on Petri dishes. GeneMATRIX Plant
& Fungi DNA Purification Kit (EURx Ltd., Poland) was
used for DNA extraction from the leaf tissue of 10-day-old
seedlings. Leaf tissue samples were finely ground in liquid

Table 1 Presence of molecular markers in tested wheat (7. aestivum L.) genotypes
No Cultivar/genotype Plant ID Xwme22] for  Sr24#12 for POMI2 for  Xwme773 for  esLv34 for  esGs for Lr68
Lri9 Lr24 Lr26 Lr38 Lr34
1 Agatha Cltr 14,048 + - - + - _
2 Lr24 GSTR 425 - + - - - -
3 Lr26 GSTR 427 - - + + - -
4 Lr34 GSTR 433 - - - - + —
5 Lr38 GSTR 437 - - - + — _
6 Parula PI 520,340 - - - - + +
7 CIGM98.745-1 PI614023 + - + + - -
8 Glenlea Clr 17,272 - - - - + +
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nitrogen and the remaining tissue structures were subse-
quently solubilized by lysis in the presence of a special
buffer, which preserves the integrity and stimulates quantita-
tive recovery of all traces of DNA. Further, proteinase K was
used to digest contaminating proteins. “Sol-P” buffer and
ethanol were added to provide selective conditions for DNA
binding during brief centrifugation, while contaminants pass
through the resin in the spin column. Traces of contaminants
remaining on the resin were removed in two wash steps. The
final DNA concentration after diluting the samples with Tris
buffer (EURx Ltd., Poland) was 50 ng pl™".

Molecular markers and PCR reactions

In order to develop freely available multiplex PCR proto-
cols, we have used molecular markers, as well as primer
sets, which are accessible and were already published. The
molecular markers sequences, sizes of amplified products,
and references are presented in Table 2.

The initial PCR reaction was performed using FastGene®
OptimaHotStart ReadyMix (NIPPON, Germany) according
to the manufacturer’s protocol. PCR mixture consisted of
1.25 g of template DNA; PCR-grade H,0, 1 X FastGene®
OptimaHotStart ReadyMix (NIPPON, Germany), and 1-uM
primers (Sigma-Aldrich, USA). PCR was performed using
a Labcycler thermal cycler (SensoQuest GmbH). The PCR
reaction was performed with the following cycling protocol:
(a) initial denaturation of 3 min at 95 °C; (b) 35 cycles of
denaturation of 30 s at 95 °C, primer annealing of 30 s at
5 °C lower than the calculated melting temperature (Tm) of
the given primer set; and elongation step of 1 min at 72 °C;
and (c) a final elongation step of 7 min at 72 °C. The initial
conditions of the PCR reaction were later developed by mod-
ifications of (1) primers’ concentrations and (2) annealing

temperatures, which were crucial to design functional mul-
tiplex PCR protocols.

The PCR amplification products were electrophoresed in
2% agarose (Bioshop, Canada Inc.) gel in 1 x TBE buffer
(Bioshop, Canada Inc.) stained with 4 pl of Midori Green
Advanced DNA Stain (NipponGenetics Europe, Germany)
per 100 ml and photographed under UV light in a Molecu-
lar Imager Gel Doc™ XR UV system with the Biorad Bio
Image™ Software.

Results

The optimization of the PCR method for multiplex PCR
reaction design consisted of three phases: (1) selection
of effective, available molecular markers for Lr19, Lr24,
Lr26, Lr34, Lr38, and Lr68, whose amplicons’ sizes allow
to distinguish particular alleles in the multiplex assay; (2)
adjustment of common annealing temperatures using gradi-
ent PCR; and (3) primers’ concentrations manipulation to
obtain easy-to-interpret banding pattern on the gel.

Selection of markers

All markers available in the literature were analyzed. Mul-
tiplex PCR assays involve a large number of primers; hence
it is required that the designed primer should be of appro-
priate length. Here, primers of short length, in the range of
18-22 bases were used. Primer sets, that yield amplicons
with the appropriate product sizes, which can be easily dis-
tinguished using standard agarose gel electrophoresis have
been selected (Table 2).

Table 2 Primer sequences and reaction details for PCR reactions with leaf rust resistance markers according to literature

Gene — marker Primers sequences Annealing Product amplified Sources
temperature*®

Lr19 — Xwmc221 F: ACGATAATGCAGCGGGGAAT 61°C 200bp (+) Gupta i in. 2006
R: GCTGGGATCAAGGGATCAAT 220bp (-)

Lr24 — Sr24#12 F: CACCCGTGACATGCTCGTAR: AACAGG 65°C 500bp (+) Mago et al. 2005a

AAATGAGCAACGATGT

Lr26 — P6MI2 F: GTACTAGTATCCAGAGGTCACAAG 57°C 260/360 bp (+) Mago et al. 2005b
R: CAGACAAACAGAGTACGGGC

Lr38 — Xwmc773 F: GAGGCTTGCATGTGCTTGA 61°C 140/160 bp (+) Mebrate et al. 2008
R: GCCAACTGCAACCGGTACTCT

L34 — csLv34 F: GTTGGTTAAGACTGG TGA TGG 55°C 150 bp (+) Lagudah et al. 2006
R: TGCTTGCTATTGCTGAATAGT 230 bp (—)

Lr68 — csGs F: AAG ATT GTT CAC AGA TCC ATG TCA 60°C 385bp (+) Herrera-Fossel et al. 2012

R: GAG TAT TCC GGC TCA AAA AGG

“Recommended annealing temperature according to the literature
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Annealing temperature

The next step was to analyze the interactions between primer
sets in the course of multiplex PCR reaction. Primers with
similar melting temperatures (7},), preferably between 55
and 65 °C were used (Table 2). Hence, further approaches
were conducted in order to test the suitable annealing/exten-
sion temperatures by thermal gradient (Fig. 1). A Tm vari-
ation of between 5 and 10 °C was acceptable for primers
used in a pool; hence, we have used the lowest annealing
temperature (55 °C) for all combinations (Table. 3). How-
ever, lower annealing temperatures yielded some unspecific
products (Fig. 1), which were eliminated by the modification
of primers concentrations in the following step. The com-
mon temperature for annealing allowed to multiplex thirteen

Fig. 1 Gradient of annealing
temperature (55-60 °C) for
¢sGs marker linked to L168
gene. Arrows indicate the M
unspecific products, which were
climinated by the modifica-
tion of primers concentrations.
GeneRuler 50-bp DNA Ladder
was used as DNA standard/lad-
der used to compare the various
banding patterns

marker combinations (Table 3), which could be used accord-
ing to the need of the experiment or breeding program.

Specificity

It is important to consider the specificity of primers to
the target sequences, while preparing a multiplex assay,
especially since competition exists when multiple tar-
get sequences are in a single reaction vessel. At first, the
multiplex reactions were performed by adding primers in
equimolar concentrations. Initially, equimolar primer con-
centrations of 1 pM each were used in the multiplex PCR.
The results suggested that individual primer concentrations
need further modifications. In the case of Lr24 loci, the
multiplex assay adjustment process was initiated with the

55.0°C 555°C 56.0°C 565°C 57.0°C 57.5°C S8.0°C 58.5°C 59.0°C 59.5°C 60.0°C

P o W WD ED W e e W e W

P —

Table 3 Reaction conditions No

Concentrations [pM] of each
pair of primers

Annealing temperature

A L Combination

for developed combinations of

multiplex PCR
Cl Lr19+Lr34
€2 Lr24+Lr34
G3 Lr19+Lr24+Lr34
C4 Lr24+ Lr34+ Lr68
C5 Lr19+Lr34+ Lr68
cé Lri9+Lr24+ Lr34+ Lr68
C7 Lr19+Lr26
C8 Lr24+Lr26
c9 Lr19+Lr24+Lr26

C10 Lrl9+Lr26+ Lr38
Cl1 Lr24+Lr26+Lr38

C12 Lr19+Lr24+Lr26+Lr38
C13 Lr19+Lr24+Lr26+Lr34+ Lr68

0.84+0.8 55:°€
0.84+0.8

0.96+0.48 +0.96
0.56+1.04 ul+0.8
0.67+0.67+0.67
0.67+0.4+1.12+0.67
0.8+0.8

0.84+0.8

0.8+0.840.8

0.8+0.840.8
0.56+1.04+0.8
0.8+0.48+1.12+0.8
0.84+048+1.12+1.12+0.8
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Xbarc71 marker that yields 103- or 85-bp products, linked
with resistant or susceptible alleles, respectively (Table 2).
However, the Xbarc71 primers together with primers of
other markers provided false amplicons or primer-amplicon
interactions (Fig. 2a) or false amplification due to primer
dimers (Fig. 2b). All approaches failed, so another marker,
Sr24#12, was selected for Lr24 loci identification. However,
PCRs with more than two sets of primers resulted in uneven
amplification, with some barely visible products or even
absent (Fig. 3). To overcome these obstacles, we performed
a set of PCR experiments with different proportions of prim-
ers in the reaction. The final concentration of the primers
ranged between 0.4 and 1.5 pM. Generally, the PCR mixture
modification consisted of increased concentration of primers
for the scanty band signals or decreased concentration of
primers for the strong bands (Fig. 3a, b; Table 3). The above-
mentioned alternations of PCR protocol allowed to perform

Fig.2 Electropherogram of
multiplex PCR reaction for
Xbarc71 (Lr24) and csLv34
(Lr34) markers showing a false
amplicons or primer-amplicon
interactions and b false ampli-
fication due to primer dimers.
GeneRuler 50 bp DNA Ladder
was used as DNA standard/lad-
der used to compare the various
banding patterns

Fig. 3 Modification of the
concentration of primers for
Xbarc71 (Lr24) and csLv34
(Lr34). Initial primers concen-
trations of a 1 uM each and b
0.8 uM each

easy-to-interpret results of multiplex PCR reactions for thir-
teen combinations of primers (Table 3, Figs. 4, 5, and 6).

Discussion

In this study, we have demonstrated a set of thirteen multi-
plex PCR marker combinations, which can be deployed in
the process of marker-assisted selection. We have developed
the multiplex PCR protocols for the most effective major
genes (Lr19, Lr24, Lr26, and Lr38) and slow rusting genes,
including Lr34 and Lr68, which are securing the durable
resistance of wheat.

Optimalization of the multiplex PCR is a challenging pro-
cedure, which is based mainly on a trial-and-error approach.
In the literature, only few publications discuss the process
of multiplex PCR protocol development (Chamberlain and
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Fig.4 Electropherogram showing the presence of markers: Xwmc221 (for Lr19), Sr24#12 (Lr24), csLv34 (Lr34), and ¢sGs (Lr68) in wheat vari-

eties in various combinations (C1-C6)

Chamberlain 1994; Edwards and Gibbs 1994; Henegariu
et al., 2018).

An initial solution to difficulties encountered in the devel-
opment of multiplex PCR has been the use of hot start PCR
(Chou et al. 1992). This type of enzyme eliminates non-
specific reactions (particularly production of primer dimers)
caused by primer annealing at low temperatures (4 to 25 °C)
before commencement of thermocycling (Kebelmann-
Betzing et al., 1998). Hence, in our study, we have used the
OptimaHotStart polymerase, which is activated only if the
reaction mixture is heated at approximately 95 °C for 10 min
(the first denaturation step).

First cycles have a substantial effect on the overall sen-
sitivity and specificity of PCR. The success of specific
amplification relies on the primers annealing to their tar-
get and the rate at which annealed primers are extended
along the desired sequence. Optimal annealing depends on
primer length and GC content and their concentrations, as
well as annealing temperature (Chamberlain & Chamber-
lain 1994). Thus, the majority of modifications to improve
PCR performance have been directed towards the factors

@ Springer

affecting annealing and/or extension rates. The optimiza-
tion of multiplex PCRs can raise several obstacles including
poor sensitivity or specificity and/or preferential amplifica-
tion of certain specific targets (Polz and Cavanaugh 1998).
The presence of more than one primer pair in the multiplex
PCR increases the chance of obtaining spurious amplifica-
tion products, primarily because of the formation of primer
dimers (Brownie et al. 1997). In the case of our experiment
with Lr24 and Lr34 markers, these nonspecific products
were amplified more efficiently than the desired target, con-
suming reaction components and producing impaired rates
of annealing and extension. Thus, the optimization of multi-
plex PCR should aim to minimize or reduce such nonspecific
interactions. This may be achieved through the utilization of
primers with nearly identical optimum annealing tempera-
tures (primer length of 18 to 30 bp or more and a GC content
of 35 to 60% may prove satisfactory) and should not display
significant homology either internally or to one another
(Henegariu et al., 2018). Modifications including primers
concentration as well as other PCR components such as
PCR, dNTPs, and enzyme concentrations in multiplex PCR
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Fig.5 Electropherogram showing the presence of markers: Xwmc221 (for Lr19), Sr24#12 (Lr24), P6MI2 (Lr26), and Xwmc773 (Lr38) in wheat

varieties in various combinations (C7-C12)

Agatha

Fig.6 Elcctropherogram showing the presence of markers: Xwmc221
(for Lr19), Sr24#12 (Lr24), P6MI2 (Lr26), csLv34 (Lr34), and ¢sGs
(Lr68) in wheat varieties in C13 combination

over those reported for most uniplex PCRs usually result in
modest improvement in the specificity of the assay. Increas-
ing the concentration of these factors may increase the likeli-
hood of mis-priming with subsequent production of spurious
nonspecific amplification products. However, optimization
of these components in multiplex PCRs that are designed
for simultaneous amplification of multiple targets may prove
beneficial. For example, in the multiplex PCR for simulta-
neous detection of wheat and soybean, different ratios of
primers concentrations were used for analysis of 21 different
commercial food products (Shin et al. 2021).

Multiplex PCR become widely adopted within the plant
breeding industry for high-throughput genotyping in a vari-
ety of applications, such as germplasm characterization and
MAS (Yap et al. 2016), identification of genetically modified
organisms (Bak and Emerson 2019) and pathology testing
(Otti et al. 2016). It is a quick method that also allows to
lower research costs and shortens the duration of the experi-
ment. For example, Froidmont (1998) used multiplex PCR
to identify 1BL/1RS translocation in wheat, together with
the screening of resistance loci for yellow rust (¥Yr9), stem

@ Springer

120



62

Journal of Applied Genetics (2023) 64:55-64

rust (§r31), leaf rust (Lr26), and powdery mildew (Pm8).
Moreover, Sumikovi and Hanzalova (2010) studied rust leaf
resistance genes Lr26 and Lr37 and stated that the multiplex
PCR method can be a breakthrough tool in identifying varie-
ties resistant to the disease. Tomkowiak et al. (2019) devel-
oped a multiplex PCR protocol to accelerate the identifica-
tion of efficient major leaf rust resistance genes: Lrl1, Li3,
Lr16, and Lr26 using the following molecular SSR mark-
ers: Xwmc24, Xwmc261, Xgwm630, Xwmc764, and P6M12,
respectively. Multiplex PCR assays were also developed for
simultaneous screening of slow rusting genes. Skowroriska
et al. (2019) published a protocol for joint identification of
Lr34 and Lr46, and later, they improved the protocol by
adding a molecular marker linked to another slow rusting
gene, Lr68 (Skowroriska et al. 2020). What 1s more, Lata
et al. (2021) optimized a multiplex polymerase chain reac-
tion (PCR) for simultaneous detection of two important leaf
rust resistance genes: seedling resistance gene Lr24 and slow
rusting gene Lr68.

In conclusion, in this study, we optimized and developed
13 combinations of multiplex PCR conditions for simul-
taneous identification of markers linked to both effective
race-specific (Lrl9, Lr24, Lr26, and Lr38) and durable, non-
specific leaf resistance genes (Lr34 and Lr68). These proto-
cols can be used to accelerate the marker-assisted resistance
breeding of common wheat, which meet the recent expecta-
tions of the breeders.
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