Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Wydziat Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii

Julia Dominika Spychata

Wieloplaszczyznowa analiza molekularnych mechanizmow
odpornosci u pszenicy zwyczajnej w odpowiedzi na porazenie przez
rdz¢ brunatna

Multi-level analysis of molecular mechanisms of resistance in common wheat in

response to leaf rust infection

Rozprawa doktorska w dziedzinie nauk rolniczych
w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo
Doctoral dissertation in the field of agricultural sciences

in the discipline of agriculture and horticulture

Promotor:
Prof. UPP dr hab. Agnieszka Tomkowiak

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Poznan, 2024



Wykaz prac naukowych wchodzacych w sklad cyklu publikacji rozprawy doktorskiej:

P1: Tomkowiak A., Bobrowska R., Kwiatek M.T., Spychata J.*, Kuczynski J., Tyczewska A.,
Kowalczewski P.L., Weigt D., Kosiada T. (2023) Analysis of miRNA expression associated
with gene Lr34 responsible for resistance mechanisms to wheat leaf rust. Pak. J. Bot., 55(1).
http://dx.doi.org/10.30848/PJB2023-1(6)

IF = 0,90; MEiN= 40 pkt

P2: Spychala J., Tomkowiak A.*, Noweiska A., Bobrowska R., Bocianowski J., Ksigzkiewicz
M., Sobiech A., Kwiatek M.T. (2023) Expression Profiling of the Slow Rusting Resistance
Genes Lr34/Yr18 and Lr67/Yr46 in Common Wheat (Triticum aestivum L.) and Associated
miRNAs Patterns. Genes, 14, 1376. https://doi.org/10.3390/genes14071376

IF =2,80; MEIN = 100 pkt

P3: Spychala J., Tomkowiak A.*, Noweiska A., Bobrowska R., Rychel-Bielska S.,
Bocianowski J., Wolko L., Kowalczewski P.L., Nowicki M.*, Kwiatek M.T. (2024) Expression
patterns of candidate genes for the Lr46/Yr29 “slow rust” locus in common wheat (Triticum
aestivum L.) and associated miRNAs inform of the gene conferring the Puccinia triticina
resistance trait. PLoS ONE 19(9): e0309944. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0309944

IF = 2,90; MEIN = 100 pkt

P4: Spychala J., Tomkowiak A.*, Noweiska, A., Bobrowska R., Bocianowski J.*, Sobiech A.,
Kwiatek M.T. (2024) Diversity of Expression Patterns of Lr34, Lr67 and Candidate Genes
Towards Lr46 with Analysis of Associated miRNAs in Common Wheat Hybrids in Response
to Puccinia triticina Fungus. Curr. Issues Mol. Biol 2024, 46, 5511-5529.
https://doi.org/10.3390/cimb46060329

IF =2,80; MEIN = 70 pkt

Sumaryczny Impact Factor: 9,4
Suma punktéow MEIN: 310



Sktadam serdeczne podziekowania

Pani Promotor — za przekazang wiedze, mozliwosé rozwoju,

poswiecony czas i pomoc w realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej

Wszystkim wspolautorom publikacji

Pracownikom i Doktorantkom Katedry Genetyki i Hodowli Roslin

Drogim Rodzicom — za nieustajgce wsparcie i mozliwos¢ nauki

oraz Przyjaciotkom — za okazang Zyczliwosé i pomoc...



Spis tresci

1. WyKaz stosowanych SKFOTOW............cccooiiiiiiiiiiii e 6
2. SEFESZCZENIE ... 8
3. Streszczenie w jezyku an@ielSKim ...............ccccooiiiiiiiii 9
YAV o] 0117 Vo 1Z=] | -SSP 10
4.1. Produkcja pszenicy zwyczajnej i je] PerspektyWY ........ccccooveiiieieneniseseeeeeeeeee, 10
4.2. Utrzymanie zasobow genetycznych PSZENICY .......ccoovvviieiviiiiiieiiiie e 11
4.3. Ztozonos¢ genomu pszenicy alloheksaploidalngj..........cccccevveiiiiiiciiiiiiiciiccen 12
4.4. Zagrozenia W produkCji PSZEMICY .....eerveerireirieeniiaiesieesiiese e e sre s nnees 14
4.5. Puccinia triticina Eriks, sprawca rdzy brunatnej pSZenicCy ........cccccevveeveeieeseeieeseennnan, 15
4.6. Wielopoziomowy system odpornoSCiowy U TOSIN......c.cocviiiiiiiiiiiiiiieseeee e 15
4.7. Geny odporno$ci na rdzg¢ DruNAtng ........cceoveiiieiiiiiie i 17
4.8. Rola miRNA w reakcji 0odpornoSCiIoWe] PSZENICY .....ccuveeveririeiieerieaieesneesieesneasieesinens 19
5. Hipoteza badawCza i CEl PraCy ..o 23
6. Materialy i MetOdy ..........cooooiiiiiii 24
6.1. Material BadawWCzZy ........cccooiiiiiiii s 24
6.2. MEtOdY DAUAWCZE ..ottt 26
6.2.1. Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)........cccccovviiiiiiiiiiii 26
6.2.1.1. Izolacja genomowego DNA z tkanki liSciowej pSzenicy.........cccevvrerereennes 26
6.2.1.2. Identyfikacja markerow molekularnych..........cccccooiiiiiiiiiiiiii, 26
6.2.2. Przeprowadzenie inokulacji zarodnikami Puccinia triticinia ...........c.c.ccccevevevvenenne. 27
6.2.3. Analiza ekspresji genow (RT-0PCR) ......ccoiiiiiiiiiicec e 27
6.2.3.1. I1zolacja RNA i reakcja odwrotnej transkrypcji (synteza CDNA)..........ccc...... 27
6.2.3.2. Selekcja genow referencyjnych pSZeniCy.......ccccvvvveiiviiieniiiiec i 28
6.2.3.3. Projektowanie starterow do analizy RT-QPCR .........cccccooiiiiiiiiiiiie, 28
6.2.3.4. REaKCJa RT-OPCR .....oiiiiiieiee e 30
6.2.3.5. Przygotowanie amplikonow do sekwencjonowania Sangera...............cceueee... 31

6.2.4. Analiza ekspresji czasteczek miRNA, komplementarnych do sekwencji
analizowanych gendw (AdPCR) ........ccoooiiiiiiiiii e 32
6.2.4.1. Zaprojektowanie starteréw i analiza ekspresji czasteczek miRNA (ddPCR).......... 32
6.2.4.2. 1zolacja miRNA pszenicy i reakcja odwrotnej transkrypcji (synteza cDNA) 34
6.2.4.3. REAKCJA AUAPCR ..ot 34
6.2.5. ANAliZa StALYSIYCZNA ..c.veeveeiieeie e 35
0T A 11 OSSR 36



7.1. Identyfikacja markerow molekularnych sprzezonych z analizowanymi genami w

badanych pokoleniach (P1, P2, P3, P4) ...t 36
7.2. WybOr formy dONOTOWE] PSZENICY ...vvvveivrieiirieiiriesieeesieeesreeessseesssseessssesssssessssnesssseeens 39
7.3. Wyniki sekwencjonowania metodg Sangera ...........cccccvvveiieiiiiiiieiisesece e 39
7.4. Analiza ekspresji gendw Lr34 i Lr67 u odmian referencyjnych oraz komplementarnych
MIRINA (P2) . bbbt e bbb bt bt 43
7.5. Analiza ekspresji genéw kandydujacych dla Lr46/Yr29 u odmian referencyjnych i
komplementarnyCh MIRNA (P3) ....ccuoiioiiiieiieie e e 45
7.6. Analiza ekspresji genéw APR 1 komplementarnych miRNA u otrzymanych form
mieszancowych pokolenia F1 (P4)........cccoiiiiiiiiiii e 50
7.7. Analiza ekspresji genéw u form mieszancowych pszenicy pokolen BC1F1 i F2......... 54
7.8. Analiza ekspresji miRNA form mieszancowych pszenicy pokolen BC1F1 i F2.......... 62
ST )] (U L - SO PS 65
9. POASUMOWANIE T WNIOSKI ......cuviiiiiiiiiiiiiiisie s 76
10, LITEIATUIA .....ccviiiceiieiie bbb 79
11. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad zbioru................ccoooiii 92
P1. ANALYSIS OF miRNA EXPRESSION ASSOCIATED WITH GENE Lr34
RESPONSIBLE FOR RESISTANCE MECHANISMS TO WHEAT LEAF RUST ...... 93

P2. Expression Profiling of the Slow Rusting Resistance
Genes Lr34/Yr18 and Lr67/Yr46 in Common Wheat (Triticum aestivum L.) and
Associated MIRNAS PAtIEINS. ......ccoiiiiiiiiiieieee e 98

P3. Expression patterns of candidate genes for the Lr46/Yr29 “slow rust” locus in
common wheat (Triticum aestivum L.) and associated miRNAs inform of the gene
conferring the Puccinia triticina resistance trait ... 117

P4. Diversity of Expression Patterns of Lr34, Lr67, and Candidate Genes
towards Lr46 with Analysis of Associated miRNAs in Common Wheat Hybrids in
Response to Puccinia triticina FUNQUS ... 152

12. Oswiadczenia wspolautorow Prac.............ccoooiviiiiiiiiiiiiic e 172



1. Wykaz stosowanych skrotow

x — symbol krzyzowania

ABA — (ang. abscisic acid) — kwas abscysynowy

APR — (ang. Adult Plant Resistance) — odpornos¢ roslin dorostych

Avr — (ang. avirulence factor) — czynnik awirulencji

cDNA — (ang. complementary DNA) — komplementarne DNA

CDPK - (ang. Calcium-Dependent Protein Kinase) — kinazy zalezne od wapnia

CIMMYT — (ang. International Maize and Wheat Improvement Center) — Mi¢dzynarodowe
Centrum Doskonalenia Kukurydzy i Pszenicy

ddPCR - (ang. droplet digital Polymerase Chain Reaction) — emulsyjna, tancuchowa reakcja
polimerazy

DNA — (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas dezoksyrybonukleinowy

ETS — (ang. Effector-Triggered Susceptibility) — wrazliwos¢ wyzwalana przez efektor

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

FAO — (ang. Organization The Food and Agriculture), Organizacja Narodow Zjednoczonych
do spraw Wyzywienia i Rolnictwa

Gbp — (ang. giga base pairs) —miliard par zasad

hpi — (ang. hours post inoculation) — godziny po inokulacji

HR — (ang. Hypersensitive Response) — reakcja nadwrazliwo$ci

IWGSC - (ang. International Wheat Genome Sequencing Consortium), Mig¢dzynarodowe
Konsorcjum Sekwencjonowania Genomu Pszenicy

L. — Karol Linneusz

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

MAPK - (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases) — kinazy aktywowane mitogenami

MAS — (ang. Marker Assisted Selection) — selekcja wspomagana markerami molekularnymi
Mb — (ang. Megabase)

MIiRNA — (ang. microRNA), mikroRNA

MIQE - (ang. Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments)

NCBI — (ang. National Center for Biotechnology Information) — Narodowe Centrum Informacji
Biotechnologicznej

NGT — (ang. New Genomic Techniques) — nowe techniki genomowe

NTC — (ang. No Template Control) — kontrola bez matrycy cDNA



ONZ — Organizacja Narodoéw Zjednoczonych

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

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

Pgt — (fac. Puccinia graminis f. sp. tritici), grzyb powodujacy rdze zdZzbtowa pszenicy

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

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

PRR — (ang. Pattern Recognition Receptors) — receptory rozpoznajace wzorce molekularne
Pst — (tac. Puccinia striiformis), grzyb powodujacy rdze z6tta pszenicy

Pt — (fac. Puccinia triticina), grzyb powodujacy rdze¢ brunatng pszenicy

PTI1 — (ang. Pattern Triggered Immunity) — odporno$¢ indukowana przez wzorce molekularne
pz — par zasad

RNA — (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

RNAI — (ang. RNA interference) — interferencja RNA

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

gRT-PCR - (ang. quantitative Real-Time PCR) — jakosciowy PCR w czasie rzeczywistym
QTL - (ang. quantitative trait loci) — loci cech ilosciowych

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

siRNA — (ang. small interfering RNA) — male, interferujace RNA

SR — (ang. seedling resistance) — odpornosc¢ siewek

SSR - (ang Simple Sequence Repeat) — amplifikowane sekwencje mikrosatelitarne

STS — (ang. Sequence Tagged Site) — miejsca znaczone sekwencyjnie

USDA — (ang. United States Department of Agriculture) — Departament Rolnictwa Stanow
Zjednoczonych

Yr — (ang. Yellow rust) — gen odpornos$ci na rdze zotta



2. Streszczenie

Rdza brunatna wywotywana przez grzyb Puccinia triticina Eriks (Pt) jest jedng z
najbardziej szkodliwych chordob powodujacych znaczne straty w uprawach pszenicy
zwyczajnej. U dorostych roslin odpornych na Pt obserwuje si¢ odpornos¢ typu APR, ktora
chroni ro$ling przed wieloma rasami patogenéw i wyrdznia si¢ trwatoscia w warunkach
produkcyjnych. Dzigki pelniejszemu zrozumieniu mechanizméw molekularnych lezacych u
podstaw funkcji genéw APR bedzie mozliwe opracowanie nowych strategii hodowli
odporno$ciowej pszenicy. Obecnie glownie geny APR, takie jak Lr34, Lr46 i Lr67, sa w
znacznym stopniu wykorzystywane w hodowli odpornosciowej, poniewaz nadajg trwatg
odporno$¢ na wiele ras grzybow wystepujacych w réznych warunkach klimatycznych i
srodowiskowych. W przypadku locus Lr46 nadal nie zidentyfikowano genu warunkujacego
odpornos¢ APR. Jednakze, w literaturze zaproponowano kilka genéw kandydujacych, ktorych
scharakteryzowania podjeto si¢ w prezentowanych badaniach. Celem niniejszej pracy
doktorskiej byta wieloptaszczyznowa analiza molekularnych mechanizméw odpornosci u
pszenicy zwyczajnej w odpowiedzi na porazenie przez rdz¢ brunatng. Podjete badania miaty na
celu identyfikacje genéw typu APR, analizg profili ekspresji genow Lr34, Lr67 oraz genéw
kandydujacych dla genu Lr46, po inokulacji zarodnikami grzyboéw Pt. Dodatkowo okreslono
wpltyw matych czgsteczek RNA (miRNA) na ekspresje tych gendéw. Material roslinny
obejmowal odmiany odporne, pochodzace z banku gendéw oraz pokolenia F1, F2 i BC1F1,
uzyskane w wyniku krzyzowania wspomnianych genotypow z polskimi, waznymi gospodarczo
odmianami pszenicy. Stres biotyczny wywotywano u roslin dorostych poprzez inokulacje
zarodnikami grzybow Pt w kontrolowanych warunkach. W przeprowadzonych badaniach
wykorzystano technike RT-qPCR w celu analizy profili ekspresji genéw badanych w pigciu
punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi). Ponadto, przeanalizowano profile ekspresji
czasteczek miRNA komplementarnych do genu Lr34 (tae-miR9653b, tae-miR9773 i tae-
miR9677b) oraz gen6w kandydujacych dla Lr46 (tae-miR5384-3p, tae-miR9780, tae-miR9775
oraz tae-miR164). Sposrod testowanych genéw kandydujacych (Lr46-Glul, Lr46-Glu2, Lr46-
Glu3, Lr46-RLK1, Lr46-RLK2, Lr46-RLK3, Lr46-RLK4, Lr46-Snex i Lr46-WRKY), najwyzsza
ekspresja wystgpita tylko U jednego genu kandydujgcego (Lr46-Glu2), co sugeruje jego

mozliwg role w odpowiedzi odpornosciowej na infekcje powodowang przez Pt.



3. Streszczenie w jezyku angielskim

Leaf rust caused by the fungus Puccinia triticina Eriks (Pt) is one of the most
damaging diseases causing significant losses in common wheat crops. In Pt-resistant adult
plants, an APR-type resistance is observed, which protects the plant against multiple pathogen
races and is notable by its persistence under production conditions. A more comprehensive
understanding of the molecular mechanisms underlying the function of APR genes will enable
the development of new strategies for resistance breeding in wheat. Currently, mainly APR
genes, such as Lr34, Lr46 and Lr67, are widely used in resistance breeding, as they confer
durable resistance to many fungal races occurring under different climatic and environmental
conditions. In the case of the Lr46 locus, the gene determining APR resistance has still not been
identified. However, several candidate genes have been proposed in the literature and
characterisation of these genes was undertaken in the present study. The aim of presented
dissertation was a multi-level analysis of the molecular mechanisms of resistance in common
wheat in response to leaf rust inoculation. The research undertaken was aimed at analysing the
identification of APR type genes, expression profiles of Lr34, Lr67 and candidate genes for the
Lr46 gene, following inoculation with Pt fungal spores. Additionally, the influence of small
RNA molecules (miRNA) on the expression of these genes was determined. The plant material
consisted of resistant cultivars from the gene bank and the F1, F2 and BC1F1 generations,
obtained by crossing the above-mentioned genotypes with economically important Polish wheat
varieties. Biotic stress was induced in adult plants by inoculation with Pt fungal spores under
controlled conditions. The study used RT-gPCR to analyse the expression profiles of the genes
studied at five time points (0, 6, 12, 24 and 48 hpi). In addition, the expression profiles of
mMiRNA molecules complementary to the Lr34 gene (tae-miR9653b, tae-miR9773 and tae-
miR9677b) and candidate genes for Lr46 (tae-miR5384-3p, tae-miR9780, tae-miR9775 and
tae-miR164) were analysed. Of the candidate genes tested (Lr46-Glul, Lr46-Glu2, Lr46-Glu3,
Lr46-RLK1, Lr46-RLK2, Lr46-RLK3, Lr46-RLK4, Lr46-Snex and Lr46-WRKY), the highest
expression occurred in only one candidate gene (Lr46-Glu2), indicating that it may be a

contributing factor in the response to infection caused by Pt.



4. Wprowadzenie

4.1. Produkcja pszenicy zwyczajnej i jej perspektywy

Rolnictwo jest kluczowym obszarem $wiatowej gospodarki. Na jego rozwoj wplywa
szereg czynnikow naturalnych i antropogenicznych. Organizacja Narodow Zjednoczonych do
spraw Wyzywienia i Rolnictwa (ang. Organization The Food and Agriculture, FAO) szacuje,
ze obecnie tylko 150 gatunkow roslin jest uprawianych na szerokg skale na calym $wiecie, a 12
gatunkow roslin uprawnych zapewnia 80% S$wiatowej zywnosci (FAO, 2018; Shiferaw i in.,
2013; Zhou i in., 2020).

Pszenica jest druga, najczeSciej uprawiang rosling podstawowag (FAO 2019).
Powierzchnia zasiewow tego zboza wynosi ponad 215 milionow hektarow rocznie, a skala
swiatowego handlu pszenicg jest wyzsza, niz kukurydzg i ryzem lgcznie. Gatunek ten stanowi
jeden z najwazniejszych zrodet biatka, dostarczajac okoto 20% kalorii spozywanych przez ludzi
na calym $wiecie (Karaman i in., 2021; Walkowiak i in., 2020; Shiferaw i in., 2013; Zhou i in.,
2020). Zaburzenie tych proporcji moze doprowadzi¢ do powaznego Kryzysu, niedostatecznej
dostepnosci zywnosci, a takze zmian gospodarczych wynikajacych ze wzrostu cen produktow
zawierajgcych pszenice (Anderson, 2012; Bentley, 2022). Zdaniem badaczy, podazajac za
wzrostem liczby ludnosci, aby zaspokoi¢ ciagle powigkszajace si¢ zapotrzebowanie na
zywnos$¢, produkcja pszenicy musi zosta¢ zwigkszona o okoto 60% do 2050 roku, co stanowi
trudne zadanie dla hodowcow (Tong i in., 2024; Walkowiak i in., 2020).

Obecnie, gtowne kierunki hodowli pszenicy koncentruja si¢ na wysokich plonach,
wysokiej jako$ci handlowej oraz odporno$ci na stresy biotyczne i abiotyczne (Ahmar i in.,
2020; Bokore i in., 2022; Walkowiak i in., 2020). Zmiany klimatu i wynikajace z nich okresy
ekstremalnych upatéw, przymrozkéw i suszy, w potaczeniu ze zwigkszonym ryzykiem
wystepowania chordb, stanowig ogromne wyzwanie dla wspotczesnej hodowli. Szacuje sig, ze
prognozowany, globalny wzrost temperatury o 2°C doprowadzi do zmniejszenia plonow
pszenicy w krajach Afryki, Azji i Ameryki Potudniowej o 10-15%. Jednoczesnie, pojawiaja si¢
nowe zagrozenia zwigzane z agrofagami, ktore dotychczas nie wystgpowaly w naszej
szeroko$ci geograficznej. Na calym $wiecie szkodniki 1 choroby powoduja $redni roczny
spadek plonow pszenicy o 21,5% (Savary i in., 2019). Prognozy klimatologow oraz
przewidywania naukowcow dotyczace najblizszej przysztosci powoduja wzrost nacisku na
postep biologiczny w hodowli odpornosciowej roslin uprawnych. Najtrudniejszym zadaniem

stojagcym przed hodowcami i naukowcami jest wyprowadzenie odmian wykazujgcych
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catkowita odporno$¢ na dany patogen, jak rowniez charakteryzujgcg si¢ odpornoscig krzyzowa
na wiele roznych czynnikéw chorobotworczych jednoczesnie. Podczas krzyzowania odmian z
donorem zawierajacym geny odporno$ci, mozliwe jest jednoczesne przeniesienie szeregu
niekorzystnych cech, dyskwalifikujacych dany genotyp (Bariana i in., 2013; Bolton i in., 2008;
Prasad i in., 2020). Dlatego tak trudne jest uzyskanie w petni odpornych odmian, wykazujgcych
jednoczesnie dobre parametry cech jakosci plonu. Hodowcy daza do piramidyzacji genow
odpornos$ci w obregbie tej samej odmiany, aby zwigkszy¢ ich skuteczno$¢ podczas potencjalnego
porazenia przez agrofagi. Hodowla mieszancowa jest najskuteczniejszym sposobem taczenia
genow odpornosci i jest szeroko wykorzystywana w programach hodowlanych pszenicy ze
wzgledu na jej wysoki potencjal w zwigkszaniu plonow i ich stabilnosci. Jednak nadal brakuje
podstawowych informacji na temat architektury genetycznej pszenicy i stopnia dominacji
gendéw warunkujgcych odporno$é na rdze bruntang (Beukert i in., 2020). W celu opracowania
zrownowazonej i optacalnej strategii kontroli rozprzestrzeniania si¢ rdzy brunatnej, nalezy wigc
wdrozy¢ multidyscyplinarne podejscie badawcze z udzialem: hodowcow, rolnikow,
genetykow, fitopatologéw i biotechnologow (Figlan i in., 2020). W ostatnich latach hodowla
odporno$ciowa zyskuje na znaczeniu, poniewaz wpisuje si¢ w zatozenia integrowanej ochrony
roslin. W praktyce, metody te polegaja na wykorzystaniu w procesie hodowlanym odmian
wykazujacych wysoka odpornos¢ na choroby. Ponadto, polityka rolna m. in. w krajach Unii
Europejskiej, ktadzie coraz wigkszy nacisk na ciaggle zmniejszenie zuzycia niekorzystnych dla
srodowiska naturalnego pestycydow 1 rozwoj rolnictwa ekologicznego. Ograniczanie
dozwolonych substancji czynnych prowadzi do poszukiwania oraz tworzenia nowych
ulepszonych odmian pszenicy. W szczegdlnosci zainteresowaniem cieszg si¢ odmiany
charakteryzujgce si¢ nowymi zrodtami odpornosci na patogeny. Wykorzystanie odmian
odpornych i wysoko plonujgcych, przy jednoczesnym zachowaniu wilasciwej agrotechniki,
spetni zatozenia Zielonego Ladu i moze w pewnym stopniu ograniczy¢ prognozowane spadki

plonow.

4.2. Utrzymanie zasobow genetycznych pszenicy

Najwicksze cywilizacje zostaly znaczaco uksztaltowane dzigki udomowieniu,
ochronie i wykorzystaniu rodzimych gatunkow roslin. W tym celu wykorzystywano zmienno$¢
genetyczng dzikich i uprawnych roslin, obserwujac ich fenotyp (FAO, 2018; Sofi i in., 2020).
Obecnie, zasadnicze znaczenie dla zachowania réznorodno$ci genetycznej roslin uprawnych

majg banki genow i zgromadzone w ich zasobach genotypy, stanowigce zrodto genow
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utraconych podczas udomowienia i selekcji hodowlanej. W porownaniu do dzikich krewnych
pszenicy i jej starych odmian, wspotczesne odmiany wykazujg coraz nizszg réznorodnosé
genetyczng, tym samym charakteryzuja si¢ rowniez coraz mniejszym potencjatem do
uzyskiwania genotypow odpornych na choroby. W celu przeciwdziatania temu zjawisku i
zwickszania roznorodnosci genetycznej w programach hodowlanych pszenicy, stosuje si¢
roéznorodne strategie. Jednym z przyktadow jest krzyzowanie tetraploidalnej pszenicy z dzikim
diploidalnym przodkiem Aegilops tauschii, donorem subgenomu D pszenicy, w wyniku czego
powstata syntetyczna pszenica heksaploidalna. Podejécie to bylo szeroko analizowane przez
Migdzynarodowe Centrum Doskonalenia Kukurydzy i Pszenicy CIMMYT (ang. International
Maize and Wheat Improvement Center) w ramach programoéw hodowlanych (Dreisigacker i in.,
2008; Reynolds i Braun, 2022). Kolejng strategia jest wykorzystanie puli genetycznych
obecnych w odmianach rodzimych i dzikich przodkach pszenicy (Cavalet-Giorsa i in., 2024;
M. Reynolds i in., 2007). Banki gendéw stanowig ogromny potencjat, ktory moze by¢
wykorzystywany w badaniach i pracach hodowlanych, w celu zwiekszenia odpornosci pszenicy
na stresy biotyczne i abiotyczne. Wykorzystujac blisko spokrewnione odmiany dzikie, do
krzyzowania z elitarnymi odmianami ro$lin uprawnych, mozliwe jest wprowadzenie do
hodowli nowych Zrédel genetycznych pozadanych cech, w tym szczegdlnie genow
warunkujgcych odpornos¢. Geny te mozna nastgpnie zachowa¢ w kolejnych pokoleniach
mieszancowych poprzez krzyzowanie wsteczne wspomagane markerami molekularnymi —
MAS (ang. Marker Assisted Selection) (Miiller i in., 2018). Tym samym banki genéw moga
zosta¢ wykorzystane do zréznicowania czynnikéw warunkujacych odpornos¢, cho¢ introgresja
nowych alleli jest dtugim i trudnym procesem. Pomimo tego, introgresja byta i nadal jest
istotnym mechanizmem zwigkszajacym roznorodnos¢ genetyczng pszenicy. Dlatego tez, aby
przyspieszy¢ odkrywanie, introgresj¢ 1 piramidyzacje gendéw odpornosci w hodowli
odporno$ciowej, kluczowe jest zintegrowanie jak najwickszej liczby narzedzi, w tym przede

wszystkim zaawansowanych technik biologii molekularnej (Dinglasan i in., 2022).

4.3. Zlozonos¢ genomu pszenicy alloheksaploidalnej

Rodzaje Amblyopyrum, Aegilops i Triticum naleza do plemienia Triticeae z rodziny
traw Poaceae (Gramineae). Gatunki Triticeae zawierajg podstawowy zestaw chromosomow
wynoszacy X = 7. To stosunkowo mtode plemi¢ oddzielito si¢ od innych plemion z podrodziny
Pooideae okoto 25 milionéw lat temu. Pszenica zwyczajna rozszerzyta swoje siedlisko z

glownego obszaru tzw. Zyznego Potksiezyca na srodowiska globalne w ciggu okoto 10 000 lat.
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Mechanizmy genetyczne tego niezwyktego sukcesu ewolucyjnego nadal nie zostaty dobrze
poznane (Zhou i in., 2020). W sierpniu 2018 roku Migdzynarodowe Konsorcjum
Sekwencjonowania Genomu Pszenicy, IWGSC (ang. International Wheat Genome Sequencing
Consortium) opublikowalo w czasopiSmie Science szczegoétowy opis genomu jednego z
najpopularniejszych zbdz na §wiecie wraz z pierwsza sekwencja referencyjng odmiany Chinese
Spring (IWGSC RefSeq v1.0). (IWGSC, 2018). Osiggniecie to byto zwienczeniem 13 lat
migdzynarodowych badan koordynowanych przez IWGSC. Niedtugo pozniej, w 2020 roku,
opublikowano sekwencje genomow kolejnych 15 odmian pszenicy z calego $wiata. To
sprawito, ze badania nad pszenica wkroczyly w ere¢ pangenomiczng (Hussain i in., 2022).

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) to gatunek alloheksaploidalny (2n = 6x =
42; AABBDD) powstaty w wyniku dynamicznej historii udomowienia (Petersen i in., 2006).
Poliploidalno$§¢ tego gatunku jest wynikiem dwoch rund hybrydyzacji: pierwszej
miedzygatunkowej pomigdzy pszenicg spokrewniong z T. urartu (2n = 2x = 14; AA)
(Katamadze i in., 2023) i nieodkrytym gatunkiem spokrewnionym z Aegilops speltoides
(genom BB), a nastepnie pomiedzy T. turgidum (2n = 4x = 28; AABB) i A. tauschii (2n = 2x =
14; DD) (Alonge i in., 2020; Juery i in., 2021). Tak powstaly genom pszenicy zwyczajnej jest
wyjatkowo duzy (okoto 16 Ghp) i podobnie jak w przypadku wigkszosci duzych genoméw
ro$linnych, zawiera sekwencje powtarzalne (w tym retrotranspozony), stanowigce az okolo
85% genomu. Powtorzenia te sprawiajg, ze genom ten jest szczeg6lnie trudny do analizy,
pomimo udoskonalen w sekwencjonowaniu i technologii jego sktadania (Alonge i in., 2020).
Jednak analizy mejozy u form mieszancowych otrzymanych z krzyzowan monosomikow z
tetraploidalng pszenica wykazaly przynalezno$¢ danego chromosomu do kazdego z trzech
subgenoméw — A, B i D (Rogalska, 2012). Ponadto, na podstawie analiz cytogenetycznych
form aneuploidalnych zidentyfikowano homeologiczne pary chromosomow, co doprowadzito
do ich klasyfikacji na 7 grup. Do pierwszej z nich przyporzadkowano chromosomy 1A, 1B i
1D, do drugiej grupy — chromosomy 2A, 2B i 2D, a kazda kolejna z siedmiu grup
homeologicznych zostata w ten sam sposob sklasyfikowana (Levy i Feldman, 2022; Mayrose i
Lysak, 2021).

Chociaz zidentyfikowano diploidalnych donorow, dwoch z trzech subgenomow T.
aestivum, a mianowicie: Ae. tauschii (subgenom D) i T. urartu (subgenom A), to wciaz niejasne
pozostaje pochodzenie subgenomu B (Katamadze i in., 2023). Obecnie nie istnieje zaden
gatunek diploidalny, ktérego chromosomy miatyby wysokie powinowactwo do subgenomu B,
ato sugeruje, iz protoplasta wymart lub nadal pozostaje niezidentyfikowany. Istnieje tez trzecia

mozliwo$¢, jaka jest pochodzenie polifiletyczne subgenomu B i jego wyewoluowanie na
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poziomie poliploidalnym poprzez wielokrotne krzyzowania z gatunkami pokrewnymi, takimi
jak: Ae. speltoides, Ae. bicornis, Ae. sharonensis, Ae. longissima i Ae. searsii (Levy i Feldman,
2022; Liiin., 2022). W zwiazku ze ztozong budowa genomu pszenicy zwyczajnej zmienno$é
ilosciowa wielu cech agronomicznych jest modulowana przez interakcje genetyczne pomigdzy
wieloma zestawami homologoéw znajdujacych si¢ w subgenomach A, B i D (Ramirez-Gonzalez
i in., 2018). Zgodnie z danymi literaturowymi, genom D jest mniej zréznicowany niz genomy
A i B (Akhunov i in., 2010; Bernardo, 2021; Hao i in., 2011; Luo i in., 2017). Badania
przeprowadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej skupiaja si¢ przede wszystkim na
szczegotowe] analizie gendw odpornosci na rdz¢ brunatng (Lr, ang. Leaf rust) oraz innych
genow kandydujacych u pszenicy zwyczajnej, zlokalizowanych na chromosomach 1B, 4D i 7D

pszenicy.

4.4, Zagrozenia w produkcji pszenicy

Wspdtcezesne rolnictwo, zwlaszcza konwencjonalne, jest niebezpiecznie uzaleznione od
stosowania srodkéw ochrony roslin. Nie ulega watpliwosci, ze pestycydy i inne syntetyczne
srodki ochrony maja negatywny wptyw na biosfere, przyczyniajac si¢ zachwiania rOwnowagi
biologicznej w ekosystemach. Globalna produkcja pszenicy jest stale narazona na choroby i
szkodniki, ktore ewoluuja i rozprzestrzeniaja si¢ na nowe obszary (Pequeno i in., 2024). Zmiany
klimatu sprzyjaja zwigkszeniu nasilenia wystgpowania chorob takich jak: mgczniak prawdziwy,
rdza zotta, septorioza oraz rdza brunatna, ktore kazdego roku doprowadzaja do zniszczenia
plonow pszenicy o okoto 20% (Singh i in., 2023). Obecnie jednym z priorytetow sa ulepszone
I przyjazne dla klimatu praktyki agrotechniczne, ograniczajgce uzycie srodkow ochrony roslin
(Kashyap i in., 2022). To wlasnie w tym obszarze postep w hodowli odpornosciowej moze miec¢
swoj istotny wktad. Dlatego tez wiedza na temat zmienno$ci genetycznej odpornosci roslin,
zdolnosci ewolucyjnych patogendéw i wybor nowoczesnych metod hodowli, sg niezbedne do
skutecznej hodowli odpornosciowej. Poznanie specyfiki dziatania okreslonych patogendéw, w
tym P. triticina, sprawcy rdzy brunatnej omawianej w niniejszej dysertacji, moze stanowic¢

cenne narzgdzie w zwalczaniu tej choroby (Pequeno i in., 2024).
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4.5. Puccinia triticina Eriks, sprawca rdzy brunatnej pszenicy

Grzyby z rodzaju Puccinia nalezg do rzedu Pucciniales (dawniej Uredinales).
Wszyscy przedstawiciele rzgdu Pucciniales sa bezwzglgdnymi pasozytniczymi patogenami
ro$lin naczyniowych, o dos¢ skomplikowanym cyklu zyciowym. Grzyby powodujace rdze sa
biotrofami, sa zatem catkowicie zalezne od zasobéw odzywczych uzyskanych z zywych
komorek gospodarza (Lorrain i in., 2019). Oprocz pszenicy zwyczajnej patogeny te sg zdolne
do infekowania innych zbdz, tj. zyta (Secale cereale), jeczmienia (Hordeum vulgare L.) i
pszenzyta (x Triticosecale). Gatunki grzybow powodujacych rdze roznig si¢ pod wzgledem
zdolnosci do infekowania okreslonych zywicieli, z kolei te réznice znajduja odzwierciedlenie
w klasyfikacji ,,formae speciales” (f. sp.). Wyrdznia si¢ trzy rodzaje rdzy zagrazajacych
pszenicy, tj. rdza zdzbtowa, rdza zoétta i rdza brunatna, wywolywane odpowiednio przez P.
graminis f. sp. tritici (Pgt), P. striiformis f. sp. tritici (Pst) i P. triticina Eriks (Pt) (Figueroa i
in., 2018). Rdze zbozowe wymagaja dwoch niespokrewnionych taksonomicznie zywicieli do
ukonczenia cyklu zyciowego, sktadajacego si¢ z pieciu stadiow zarodnikowych (Kolmer,
2013). Infekcja nastgpuje za posrednictwem wiatru, ktory przenosi zarodniki na rosliny
zywicielskie. Czynnikiem szczegdlnie sprzyjajacym infekceji jest wysoka wilgotno$¢ powietrza.
Optymalne warunki do rozwoju infekcji to temperatura pomigdzy 15 a 20°C oraz podwyZszona
wilgotnos¢ powietrza. W sprzyjajacych warunkach urediniospory pojawiaja si¢ 7-10 dni po
infekcji (Dinh i in., 2020; Ellis i in., 2014; Gupta i in., 2012).

Patogeny powodujace rdz¢ ograniczaly uprawe pszenicy juz od okresu jej
udomowienia (Roelfs i in., 1992). Pochodzenie choréb rdzy upatruje si¢ na Bliskim Wschodzie,
W regionie tzw. Zyznego Pétksiezyca (Bolton i in., 2008; J. A. Kolmer i in., 2009). Ponadto
wykazano, ze rdza brunatna jest szczegoélnie problematyczng choroba, poniewaz patogen
wykazuje duzg r6znorodnos¢ pod wzgledem ras 1 patotypow, a takze wysoka zdolnos¢ adaptacji
do srodowiska wystepowania. To wszystko powoduje, iz otrzymanie odmian wykazujacych

trwalg odporno$¢ stanowi spore wyzwanie dla hodowcow zboz (Haq i ljaz, 2020).

4.6. Wielopoziomowy system odpornosciowy u roslin

Rosliny, w przeciwienstwie do krggowcow, nie posiadaja przeciwciat ani komorek
odporno$ciowych. W celu ochrony przed patogenami, ro$liny uksztalttowaty jednak niezwykle
ztozony 1 zmienny system odpornosciowy, obejmujacy odpowiedz lokalng i1 systemiczng (ang.

Systemic Acquired Resistance, SAR) (Banasiak, 2022; Rodriguez-Moreno i in., 2018). Oprocz
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bariery konstytutywnej, rosliny wyposazone s3 w mechanizmy obronne aktywowane na skutek
ataku patogennych mikroorganizméw (Wenig i in., 2019; Zhou i in., 2020; Zipfel, 2014).
Mechanizmy te opieraja si¢ gldwnie na rozpoznawaniu ligandow pochodzacych od patogenow
(Krattinger 1 Keller, 2016; Ngou i in., 2021). Jednym z modeli opisujacych system
odporno$ciowy roslin jest model zygzakowy (ang. zig-zag model), zaproponowany przez
Jonesa i Dangla (Banasiak, 2022; Jones i Dangl, 2006). W poczatkowym etapie wzorce
molekularne zwigzane z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP),
okreslane jako nieswoiste elicytory, sg rozpoznawane przez receptory wzorcoéw (ang. Pattern
Recognition Receptors, PRR), co prowadzi do powstania odporno$ci indukowanej wzorcami
molekularnymi (ang. Pattern Triggered Immunity, PTI) i aktywacji odpowiedzi obronnej
(Prasad i in., 2020), obejmujacej kinazy aktywowane mitogenami (ang. Mitogen-Activated
Protein Kinases, MAPK), kinazy zalezne od wapnia (ang. Calcium-Dependent Protein Kinase,
CDPK) oraz powstawanie reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS).
Ponadto nastgpuje wzmocnienie $ciany komorkowej poprzez odktadanie kalozy i lignin, a takze
synteza metabolitow wtornych i1 akumulacja biatek zwigzanych z patogeneza (ang.
Pathogenesis-Related proteins, PR), takich jak chitynazy, glukanazy i peroksydazy (Jones i
Dangl, 2006; Ngou i in., 2021). Atakujacy patogen wytwarza czynniki efektorowe, ktore
zakldcaja odpornos$¢ PTI lub wspieraja rozprzestrzenianie si¢ patogenu, prowadzac do rozwoju
podatnosci wyzwalanej przez czynniki efektorowe (ang. Effector-Triggered Susceptibility,
ETS) i w konsekwencji rozwoju infekcji (Ngou i in., 2021). Produkowane przez patogeny
efektory moga sta¢ si¢ czynnikami awirulencji (ang. avirulence factor, avr). Nastepuje to
wowczas, gdy komodrka posiada specyficzne bialka receptorowe umozliwiajace ich
rozpoznanie, kodowane przez tzw. geny odpornosci (Banasiak, 2022; Petit-Houdenot i Fudal,
2017; Wenig i in., 2019). Takie receptory zazwyczaj reprezentuja klase NB-LRR/NLR (ang.
nucleotide-binding and leucine-rich-repeat-containing receptor) (Annan i Huang, 2023), a ich
wigzanie z czynnikiem awirulencji prowadzi do aktywacji specyficznej odpornosci ETI (ang.
Effector-Triggered Immunity) (Hawkins, 2019). Czestym efektem mechanizmu ETI jest
wystgpienie reakcji nadwrazliwosci HR (ang. Hypersensitive Response), ktora prowadzi do
smierci komoérek gospodarza znajdujacych si¢ wokot miejsca infekcji, a tym samym
uniemozliwia patogenom dostep do zywych tkanek. Reakcja nadwrazliwosci stanowi ochrong
przed biotrofami, takimi jak grzyb Puccinia triticina — sprawca rdzy brunatnej (Balint-Kurti,
2019). Dla rosliny pozadane jest posiadanie odpowiedniego genu R rozpoznajacego dany
efektor, podczas gdy patogen dazy do uniknigcia rozpoznania, na przyktad poprzez mutacje w

genie kodujacym efektor (Banasiak, 2022).
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Istniejg dwie grupy gendéw odpornosci wykorzystywanych w hodowli pszenicy
odpornej na choroby rdzy. Pierwsza grupa, znana jako geny gtowne R (ang. Resistance genes),
nadaja odporno$¢ specyficzng, przeciwko jednej konkretnej rasie patogenu. Wigkszos¢
zidentyfikowanych gendw Lr nalezy do tej grupy. Biatka kodowane przez geny R bezposrednio
lub posrednio reaguja na efekty wirulencji wywotywane przez patogeny, ktore sa wydzielane
do cytoplazmy komorek roélin zywicielskich (Bhardwaj i in., 2021). Druga grupa obejmuje
geny, ktore wykazuja niespecyficzng odporno$¢ obejmujaca wiele ras patogenow grzybowych.
Przyktadem genu takiej odpornosci jest dobrze zbadany gen Lr34 (Peng i Yang, 2017).
Genetycznie uwarunkowana odpornos¢ na P. triticina (Pt) Eriks zostala scharakteryzowana
zarébwno u mtodych roslin (ang. Seedling Resistance, SR), jak i roslin w stadium dorostym (ang.
Adult Plant Resistance, APR). Odpornos$¢ SR jest kontrolowana pionowo przez glowne geny
R, ktoére zapewniaja rasowo-specyficzng odpornos¢, czgsto przetamywang przez patogeny
(Bariana i in., 2022; Huerta-Espino i in., 2011). Natomiast odporno$¢ APR jest rasowo-
niespecyficzna i czesto objawia si¢ jako efekt ,,powolnego rdzewienia” (ang. slow rusting),
ktory wigze si¢ z wolniejszym rozwojem infekcji, dluzszym okresem utajenia i tworzeniem
mnigjszej liczby uredinii. APR zapewnia cze$ciowa, ale trwatg odpornosé na patogeny (Haq i
ljaz, 2020). Osiagniecie odpornosci, ktora jest komercyjnie akceptowalna, wymaga potaczenia
wiecej niz dwoch genéw APR (Bariana i in., 2022). Obecno$¢ pojedynczych genow APR
wykazuje umiarkowany poziom odpornosci, jednak ich piramidyzacja z genami glownymi
moze prowadzi¢ do zwigkszonej odpornosci w hodowli, ktora preferuja hodowcy (Dinglasan i
in., 2022; Huerta-Espino i in., 2020). W praktyce, wdrazanie nowych odmian zawierajacych
geny APR jest sporym wyzwaniem, poniewaz brakuje ich doktadnej charakterystyki. W
zwigzku z tym, doktadne poznanie i klonowanie zarowno znanych, jak i nowych gendéw typu
APR wydaje si¢ by¢ niezbgdne do precyzyjnego i skutecznego wykorzystania ich w hodowli
odporno$ciowej pszenicy. Z tego wzgledu w niniejszej pracy doktorskiej podjeto probeg analizy
ekspresji dziesigciu gendw kandydujacych dla locus Lr46, ktory jest szeroko wykorzystywany

w programach hodowlanych. Szczegétowej analizie poddano réwniez geny Lr34 i Lr67.

4.7. Geny odpornosci na rdz¢ brunatng

Wszystkie znane geny odpornosci na rdz¢ brunatng sg klasyfikowane zgodnie z
nomenklaturg przypisujacag im symbol Lr (ang. Leaf rust). W ciaggu ostatnich dziesigcioleci
liczne badania doprowadzity do identyfikacji okoto 100 gendéw Lr i wielu waznych loci cech
ilosciowych (QTL) (S. Kumar i in., 2021; Qureshi i in., 2018; Tong i in., 2024). Jednak ze
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wzgledu na rozmiar i ztozono$¢ genomu pszenicy, do tej pory sklonowano tylko kilka genow
Lr. Obejmujg one siedem genow (Lrl, Lr10, Lr21, Lr34, Lr42, Lr47 i Lr67) sklonowanych za
pomoca klasycznego klonowania opartego na mapie oraz cztery geny uzyskane metodami
szybkiego klonowania (Lr9, Lr13, Lrlda i Lr22a) (H. Li i in., 2023; Prasad i in., 2020). W
przypadku odpornosci APR wyr6znia si¢ kilka genow, do ktorych nalezag m. in.
Lr34/Yr18/Pm38/Sr57, Lr46/Yr29/Pm39/Sr58 i Lr67/Yr46/Pm46/Sr55 (Herrera-Foessel i in.,
2014; Li i in., 2023; M. P. Reynolds i Braun, 2022; Vikas i in., 2022). Geny te analizowane
byty w niniejszej rozprawie doktorskie;j.

Gen Lr34 zostat po raz pierwszy opisany w 1977 roku w Kanadzie, w linii pszenicy
P158548 (Dyck, 1977). Dalsza analiza genu Lr34 ujawnita jego lokalizacje w genomie, dzigki
czemu wykazano, ze znajduje si¢ on na ramieniu krotkim chromosomu 7D pszenicy. Gen Lr34
zostal po raz pierwszy zidentyfikowany w odmianie ‘Frontana’ (Dyck, 1987). Kompleks
Lr34/Yr18/Pm38/Sr57 nadaje umiarkowang odpornos¢ na rdze brunatng i rdzg¢ zotta oraz
czeSciowa odpornos¢ na maczniaka prawdziwego i rdze zdzbtowa. Sekwencja nukleotydowa
zawiera 24 eksony i koduje biatko o dlugosci 1401 reszt aminokwasowych (Krattinger i in.,
2009). Allele w tym locus r6znig si¢ pojedyncza substytucja nukleotydowa w eksonie 4, delecja
trojnukleotydowa w eksonie 11 i pojedynczg substytucja nukleotydowa w eksonie 12 (Dakouri
i in., 2014; Lagudah i in., 2009).

Gen Lr46 zostal zidentyfikowany po raz pierwszy w odmianie pszenicy 'Pavon 76'
(William i in., 2003). Genotypy pszenicy wykazujace obecnos¢ genu Lr46/Yr29 charakteryzuja
si¢ odporno$cig na rdzg brunatng i z6ttg. Ponadto, zostaty scharakteryzowane rowniez jako geny
odpornosci na maczniaka prawdziwego (Pm39) i rdzg zdzbtowa (Sr58) (J. Kolmer i in., 2015).
Locus Lr46/Yr29/Sr58/Pm39 zostal zmapowany ma ramieniu dlugim chromosomu 1B, jednak
nie zidentyfikowano sekwencji genu odpowiedzialnego za warunkowanie odpornosci. Na
podstawie mapowania wysokiej rozdzielczosci w locus QYr.ucw-1BL wyselekcjonowano i
przeanalizowano 13 genow kandydujacych dla Lr46/Yr29 (Cobo i in., 2019). Jednak nadal nie
jest jasne, czy wspomniany locus odpornosci na wiele patogenow jest wynikiem
plejotropowego dziatania pojedynczego genu, czy tez matego klastra $Scisle powigzanych ze
sobg genow (Cobo i in., 2019; Tong i in., 2024). Przeprowadzenie charakterystykKi
funkcjonalnej Lr46/Yr29 jest niezbedne do okreslenia zmiennoSci allelicznej genu lub genow
lezacych u podstaw odpornosci na Pt oraz do ustalenia jej molekularnych mechanizméow
(Bobrowska i in., 2022; Radchenko i in., 2022; Spychata i in., 2024). W ramach prezentowanej
rozprawy doktorskiej podjeto si¢ tego zadania i przeprowadzono analize ekspresji genow

kandydujacych dla Lr46. Sprawdzono rowniez wptyw miRNA na poziom ekspresji tych genow
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Gen Lr67 wykazuje rowniez plejotropowy wpltyw na rdzg zdzbtowa i zo6tta, ale z
mniejszym wplywem na odporno$¢ na rdz¢ brunatng, niz gen Lr34. Kompleks genow
Lr67/Yr46/Pm46/Sr55 zostal zmapowany na dlugim ramieniu chromosomu 4D (Herrera-
Foessel i in., 2014; Hiebert i in., 2010; Milne i in., 2019). Gen Lr67 koduje transporter heksozy
w dwoch wariantach allelicznych, przy czym wariant odporny determinuje powstanie biatka
Lr67res, ktore rozni si¢ od podatnej formy Lr67sus dwoma aminokwasami: leucyng (Leu) i
argining (Arg). Oba warianty alleliczne genu Lr67 maja identyczne regiony promotorowe.
Ponadto, w chromosomach 4A oraz 4B pszenicy zwyczajnej znajduja si¢ dodatkowe homologii
genu Lr67 (Ellis i in., 2014; Milne i in., 2019; Moore i in., 2015). Wedlug danych
literaturowych, ekspresja genow Lr34 lub Lr67 pszenicy w innych gatunkach zb6z, takich jak
pszenica durum, jeczmien, ryz i kukurydza, warunkuje odpornos$¢ na wiele patogenow, co
sugeruje, ze rola tych gendw w reakcji odpornosciowej jest zachowana w szerokim zakresie
taksonomicznym. W zwigzku z tym, geny te moga zosta¢ potencjalnie wykorzystane jako nowe
zrédta odpornosci u innych gatunkow, cho¢ brak informacji o mozliwosci ich wykorzystania u

ro$lin okrytonasiennych (Periyannan i in., 2017; Sucher i in., 2018).

4.8. Rola miRNA w reakcji odpornosciowej pszenicy

Zastosowanie metod genomowych w ulepszaniu gatunkoéw roslin uprawnych moze
skutecznie przyczyni¢ si¢ do rozwigzania problemow zwigzanych z niedoborami
Zywieniowymi oraz stresami biotycznymi i abiotycznymi. W ostatnim dziesigcioleciu nacisk
zostat potozony na identyfikacje¢ i analiz¢ funkcjonalng czasteczek miRNA. Analizy te mozna
zaliczy¢ do jednego z wiodacych obszaréw badawczych w naukach o roslinach (Salgotra i
Zargar, 2020). W przypadku pszenicy tempo badan genetycznych nieustannie si¢ zwigksza
prowadzac do postepu w genomice, fenotypowaniu i technikach klonowania genoéw, skutkujac
ciggtym odkrywaniem kolejnych genow R lub rejonow QTL zwigzanych z odpornoscia (Tong
i in., 2024).

Niezwykle istotnym aspektem, niezbednym do poznania 1 zrozumienia
molekularnych mechanizméw odpornosci, jest regulacja ekspresji genéw. Ponadto, naukowcy
coraz czesciej zwracajg uwage na rolg matych, niekodujacych RNA (miRNA, siRNA), ktore
odgrywaja znaczacg role w kontroli procesow biologicznych (Tyczewska i in., 2016). W
poréwnaniu do roslin modelowych, takich jak ryz i rzodkiewnik, badania nad rolg i funkcja
mMIRNA u pszenicy sa zdecydowanie mniej zaawansowane. Analizy zwigzane z malymi RNA

(ang. small RNA) sa szczegdlnie utrudnione ze wzglgdu na ogromny i ztozony genom pszenicy
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zwyczajnej (Basso i in., 2019; Feng i in., 2015). Tym niemniej, doktadniejsze zrozumienie
regulacji i profilu ekspresji genéw zwigzanych z mechanizmami RNAI (ang. RNA interference),
tolerancji na stresy abiotyczne lub biotyczne, moze doprowadzi¢ do poprawy cech
agronomicznych w wielu uprawach na catym $wiecie (Bazzini i in., 2007).

Dopiero w 2002 roku odkryto pierwsze roslinne czasteczki miRNA u rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana) (Reinhart i in., 2002). To odkrycie dato poczatek nowemu kierunkowi
badan, dzigki ktorym wykazano zaangazowanie ros$linnych miRNA w wiele istotnych
procesow, takich jak kwitnienie, regulacja biogenezy, transdukcja szlakéw sygnatowych i
rozwdj organow (Chen i Yu, 2023; Chi i in., 2023; Jain i in., 2020). Badania wykazaty, ze
ekspresja miRNA jest specyficzna dla tkanki i etapu rozwoju rosliny. Ponadto, regulacja
ekspresji czasteczek miRNA jest warunkowana przez warunki srodowiskowe, w tym stresy
biotyczne i abiotyczne. Odkrycie miRNA jako czasteczek, ktore specyficznie modulujg sktad
proteomu, ujawnito nowy poziom kontroli nad procesami komoérkowymi. Rosliny majg
zréznicowane mechanizmy rozpoznawania ataku patogendw 1 wywotywania reakcji
obronnych, ktére zmieniaja funkcje komorkowe gospodarza. Wykazano, ze miRNA biorg
udzial w sygnalizacyjnych szlakach obronnych u roslin (Budak i in., 2015; Feng i in., 2015).

Czasteczki miRNA wystgpujace u roslin sg kodowane przez geny MIR, ktére znajduja
si¢ gldéwnie w niekodujacych regionach genomu i sg zwykle transkrybowane przez polimeraze
RNA 11 (Kumar i in., 2015). miRNA to mate, nickodujace endogenne RNA o dtugosci od 21
do 24 nukleotydow (nt), ktoére odgrywaja kluczowa role w regulacji procesow komorkowych,
poprzez hamowanie translacji gendw lub degradacje docelowych mRNA na poziomie
potranskrypcyjnym. W wyniku procesu transkrypcji powstaje pierwotny transkrypt pri-miRNA
o dlugosci od kilkuset do kilku tysigcy nukleotydow. Kompleksy biatek DCL1 (ang. Dicer-
Like) i HYL1 (ang. Hyponastic Leaves 1) wraz z biatkiem SE (ang. Serrate) biorg udziat w
tworzeniu czgsteczki pre-miRNA. Charakterystyczng cechg czgsteczki pre-miRNA jest jej
drugorzgdowa struktura w postaci petli z ,,ogonem”, okreslana jako struktura ,,spinki do
wlosow”. Istotne jest, ze region ogona zawiera sekwencje dojrzalej czasteczki miRNA.
Pdzniejsze ciecie pre-miRNA przez biatko DCL1 skutkuje powstaniem dupleksu miRNA-
mMIRNA*. Powstaly dupleks moze mie¢ dhugo$¢ od 21 do 24 nukleotydow i zawiera 2
nukleotydy jako wystajace konce 3', ktore s3 metylowane przez enzym metylotransferaze
HEN1 (ang. Hua Enhancer 1). Nastepnie biatko HST (ang. Hasty) transportuje zmetylowany
dupleks z jadra komorkowego do cytoplazmy, gdzie nastepuje degradacja jednej z nici (Rycina
1). Druga ni¢ to dojrzaly miRNA, ktory jest czescig kompleksu RISC (ang. RNA-Induced
Silencing Complex) zawierajacego biatko AGOI, ktory wigze si¢ z czasteczkg mRNA
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docelowego genu (Kulasek i in., 2019). Czgsteczki miRNA wigzg si¢ z komplementarnymi

fragmentami sekwencji genéw, hamujac w ten sposob proces translacji (Rycina 1) (Li i in.,

2017).
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Rycina 1. Uproszczony schemat biogenezy i funkcjonowania miRNA w komorce roslinnej: RNA Pol IT
— DNA-zalezna polimeraza RNA 1I; DCL1 — DICER-LIKE 1 (endorybonukleaza typu I11); HYL1 —
HYPONASTIC LEAVES 1; SE — SERRATE; HEN1 — HUA ENHANCER 1 (metyltransferaza);
HASTY - eksportyna; AGO1 — ARGONAUTE 1.

Obecnie jednym z celéw prac badawczych powinno by¢ okreslenie funkcji czgsteczek

mMiRNA u pszenicy zwyczajnej oraz jej bliskich krewnych lub przodkach, co moze zwigkszy¢
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szanse na poznanie specyficznych dla gatunku czgsteczek miRNA, a takze zwigzku mi¢dzy
miRNA a ewolucjg. Aktualne osiggni¢cia w dziedzinie biotechnologii roslin niejednokrotnie
przekraczaja dotychczasowe oczekiwania, a perspektywy ich wykorzystania wydaja si¢ by¢
jeszcze bardziej obiecujace. Co wigcej, badania mechanizméw odpornosci z zastosowaniem
narzg¢dzi molekularnych powinny znajdowac zastosowanie w praktyce hodowlanej kluczowych
gatunkow roslin uprawnych. Biotechnologia moze w dalszym ciggu wptywaé na rozwoj
rolnictwa, aby sprosta¢ $wiatowemu zapotrzebowaniu na odmiany lepiej przystosowane do
zmieniajacych sie warunkoéw klimatycznych 1 jednocze$nie wykazujace zadowalajacy poziom
odpornosci na choroby.

Powyzsze rozwazania pozwolilty na sformutowanie hipotezy badawczej oraz celu

prezentowanej rozprawy doktorskiej.
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5. Hipoteza badawcza i cel pracy

Hipoteza badawcza zaktada, iz analiza ekspresji wybranych genéw APR i powigzanych z nimi
MIiRNA pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizmu odpornosci na Puccinia triticina Eriks.
Ponadto, analiza ekspresji genow kandydujacych w locus Lr46 pozwoli na wyselekcjonowanie

potencjalnego genu odpowiedzialnego za odporno$¢ na rdzg brunatna.
Cel gléwny pracy

1. Celem gltownym pracy jest wieloptaszczyznowa analiza molekularnych mechanizmow
odpornosci u pszenicy zwyczajnej w odpowiedzi na porazenie psSzenicy przez grzyb

Puccinia triticina, powodujacy rdz¢ brunatna.
Cele szczegolowe:

2. Okreslenie poziomu ekspresji genow Lr34, Lr46 i Lr67 po inokulacji zarodnikami Puccinia
triticina.

3. Analiza poziomu ekspresji czasteczek miRNA komplementarnych do sekwencji
analizowanych gendw.

4. Préba identyfikacji genu Lr46 (sprz¢zonego z odpornoscig na rdz¢ brunatng u pszenicy)
sposrod genow kandydujacych opisanych w doniesieniach literaturowych.

5. Porownanie efektywnosci dziatania genow typu ,,Slow rust” u réznych odmian pszenicy

zwyczajnej oraz otrzymanych form mieszancowych.
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6. Materialy i metody

6.1. Material badawczy

W pierwszym roku badan materiat ro$linny stanowito jedenascie odmian pszenicy
zwyczajnej, ktorych nasiona otrzymano z Banku Genow z National Small Grains Collection
(Agricultural Research Station w Aberdeen, USA) (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka odmian referencyjnych pszenicy zwyczajnej, pochodzacych z Banku Gendéw

Lp. Odmiana i dentl\)lltfjirlr(];;yjny Rodowadd Pochodzenie
Nord Desprez/Wagga
1. Myna’S’ P1 519783 Wagga//Lee/Frontana/3/Newthatch/4/Tanori Meksyk
71 resel
2. Frontana P1 500147 Fronteira/Mentana Brazylia
Frontana/Marne Desprez//Kenya
117A/3/2*Copifen/4/Sonora 64/Klein
3 Sparrow P1 520081 Rendidor/3/Ciano sib//2*Lerma Rojo Meksyk
64/Sonora 64
4. Pavon’S’ P1 520054 Vicam 71//Ciano 67 sib/Siete Cerros Meksyk
66/3/Kalyansona/Bluebird
5. HN ROD Pl 191622 - Portugalia
6. Artigas Pl 192535 Americano 25E/Americano 26N Urugwaj
7 Artigas* Pl 73046 Americano 25E/Americano 26N Urugwaj
8 NP 846 P1 322263 Rio Negro/NP 760 Indie
Pembina*2/Bage//CB 100 CB 100 = Sonora
9. Glenlea Cltr 17272 ) o Kanada
64/Tezanos Pintos Precoz//Nainari 60
] Lerma 50/Yaqui 48//Mario
10. Lerma Rojo Cltr 13651 Meksyk
Escobar*2/Supremo 211
11. TX89D6435 P1 584759 Collin/Enano//TAM 200 USA

W kolejnych latach badan, sugerujac si¢ wynikami do§wiadczen zar6wno
laboratoryjnych jak i polowych, wybrano pochodzaca z banku genow odmian¢ Glenlea, ktora
krzyzowano z wysoko plonujagcymi odmianami, pochodzacymi z polskich spotek hodowlanych
(Tabela 2). Odmiana Glenlea charakteryzowatla si¢ odporno$cia na poziomie 9 (w skali 9
stopniowej; 1-podatne, 9-odporne). Ponadto, wykorzystujac tancuchowa reakcje polimerazy

(PCR) w odmianie Glenlea zidentyfikowano analizowane geny odpornosci (Lr34, Lr46 i Lr67).
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Dzigki krzyzowaniom w kolejnych latach badan uzyskano pokolenia F1, F2 i BCIF1

posiadajace pozadane geny odpornosci (Rycina 2).

Tabela 2. Charakterystyka odmian pochodzacych z polskich spotek hodowlanych

Rok wpisania do

Lp. Odmiana Pochodzenie Krajowego Rejestru
1. Aura Hodowla Roélin Strzelce sp. z 0.0. Grupa IHAR 2020

2. Harenda Matopolska Hodowla Roslin Spotka z o.o. 2014

3. Jutrzenka Matopolska Hodowla Roslin Spotka z o.o. 2018

4. Itaka DANKO Hodowla Roslin sp. z 0.0. 2021

5. Merkawa  Hodowla Roslin Smolice sp. z 0.0. Grupa IHAR 2019

[taka [ Danko Hodowla RoslinSp. e o)
Harenda | Madopolska Hodowla Bostin Sp. 2 0.0.)
Celenlea (Clir 17272 X Jutreenka [ Malopolska Hodowla Boslin Sp. 2 o000
Merkavwa (Hodowla Rodlin Smolice Sp. 2 0.0, - Grups THAR)
Awra { Hodowla Rodlin Streelee Sp. 7 ouo. - Grupa [HAR)

Pokdenic FI:

Gilenlen x Teakn Pokolienis F2:

Uelenlea 5 Harenda Cslenbea x Ttukn

Lilemlea x Jiroenka Glenlea x Merkawa
Lalendea x Merkawa

Gibmlea x Amra

1 bmryihouaamig

1 R

i
=

Pokalenie BCIFEL:
(G lendea x Haremida) x Harenda
{Glemlea x Jutrzenka) x Jwirsemka
{Glendea x Awra) x Awra

Rycina 2. Schemat przeprowadzonych krzyzowan i uzyskanych form mieszancowych pokolen F1, F2 i

BC1F1.
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6.2. Metody badawcze

6.2.1. Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

6.2.1.1. I1zolacja genomowego DNA z tkanki lisciowej pszenicy

W celu potwierdzenia obecnosci alleli warunkujgcych odporno$¢ u badanych odmian
i form mieszancowych, wyizolowano genomowe DNA i przeprowadzono reakcje PCR. DNA
wyizolowano z li§ci 10-dniowych siewek przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Plant and Fungi
DNA Purification Kit (EURx Ltd, Polska), zgodnie z procedura zatagczong przez producenta.
Stezenie i jakos¢ DNA okreslono przy uzyciu spektrofotometru DeNovix (DeNovix Inc., USA)
przy dlugosci fali 260 nm. Probki zostaty rozcienczone buforem (EURx Ltd, Polska) do
uzyskania jednolitego stezenia 50 ng/uL.

6.2.1.2. Identyfikacja marker6w molekularnych

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) zostata wykorzystana w celu potwierdzenia
obecnosci alleli zwigzanych z genami Lr34, Lr46 oraz Lr67. Reakcje PCR przeprowadzono w
objetosci 20 uL mieszaniny reakcyjnej, sktadajacej si¢ z: 1 ulLL dwoch starterow (Sigma); 12,5
puL FastGene Optima HotStart ReadyMix (NIPPON Genetics Europe GmbH), ktory zawierat
mieszaning polimerazy DNA FastGene Optima (0,2 U na 1 pL reakcji), buforu FastGene
Optima, dNTP (0,4 mM), MgClz> (4 mM) i stabilizatory. Profil temperaturowy reakcji byt
nastgpujacy: denaturacja wstepna w 94°C przez 5 minut, a nastgpnie 35 cykli (denaturacja w
94°C przez 45 sekund; przytaczanie starterow w 60°C przez 30 sekund; wydtuzanie nici w 72°C
przez 1 minutg), a nastepnie koncowe wydtuzanie nici przez 7 minut w 72°C i przechowywanie
w 4°C. Produkty amplifikacji z wykorzystaniem markera csLV46G22 trawiono enzymem
restrykcyjnym BspEl (Thermo Fisher Scientific, USA) w 37°C przez 1 godzing (Lagudah,
prywatna korespondencja, 2020). Termocykler Labcycler (SensoQuest GmbH) zostat
wykorzystany do przeprowadzenia reakcji trawienia enzymem restrykcyjnym. Produkty PCR
byty analizowane z wykorzystaniem 2% zelu agarozowego (Bioshop, Canada Inc.) w buforze
TBE 1x (Bioshop, Canada Inc.) z dodatkiem 7 uLL Midori Green Advanced DNA Stain (Nippon
Genetics Europe, Niemcy). Wyniki elektroforezy zostaly sfotografowane w $wietle UV z

wykorzystaniem systemu Molecular Imager GelDoc XR UV, z oprogramowaniem Bio Image.
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6.2.2. Przeprowadzenie inokulacji zarodnikami Puccinia triticinia

Kazdego roku realizacji badan doswiadczenia prowadzono w fitotronie, w warunkach
kontrolowanych: temperatur¢ ustawiono na 18°C w ciggu dnia i 16°C w nocy przy 16-
godzinnym fotoperiodzie, gdzie wilgotno$¢ wzgledna wynosita od 60% do 70%. Ponadto,
widmo emisji zrodta $wiatla zostalo ustalone na poziomie strumienia fotonéw 572 uE. Miesigc
po rozpoczeciu eksperymentu temperatura w fitotronie zostata podniesiona do 20°C i 17°C,
odpowiednio w ciggu dnia i nocy. Za stadium rosliny dorostej uznano rosliny z wyksztatconym
lisciem flagowym, tj. po 34 dniach od wysiewu ziarniakow. Zarodniki grzyba zostaly zebrane
z zainfekowanych do$wiadczen polowych, zlokalizowanych w rdéznych czesSciach Polski.
Odmiany lub formy mieszancowe pszenicy, w stadium rosliny dorostej, zainokulowano P.
triticina poprzez rozpylenie zawiesiny zarodnikow grzyba w stezeniu okolo 5 x 10°
zarodnikow/ml, z 1% v/v odczynnikiem Tween 20, przygotowang bezposrednio przed
inokulacja. Fragmenty tkanki lisciowej pobrano z kazdej rosliny przed inokulacjg oraz 6, 12,
24 148 hpi (ang. hours post inoculation) w trzech powtdrzeniach biologicznych. Pobrane liscie
umieszczono w probowkach typu eppendorf i natychmiast zamrozono w cieklym azocie.
Zebrane fragmenty lisci byly przechowywane w kriozamrazarce (-80°C), do momentu

rozpoczecia izolacji RNA i miRNA.

6.2.3. Analiza ekspresji genéw (RT-gPCR)

6.2.3.1. lzolacja RNA i reakcja odwrotnej transkrypcji (synteza
cDNA)

Izolacje catkowitego RNA z r6znych probek tkanek lisci zebranych w powtdrzeniach
biologicznych i punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi) przeprowadzono przy uzyciu
zestawu do izolacji Maxwell RSC Plant RNA Kit (Promega, Madison, USA). Stezenie i
czystos¢ wyizolowanego catkowitego RNA mierzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop
w zakresie absorbancji A260/A280. Syntez¢ cDNA przeprowadzono z wykorzystaniem 1ug
RNA, przy uzyciu zestawu iScript Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad,
Hercules, USA), zgodnie z protokotem dotaczonym przez producenta. Profil temperaturowy
reakcji syntezy cDNA byt nastepujacy: inkubacja wstepna rzez 5 minut w 25°C, odwrotna
transkrypcja przez 60 minut w 46°C, inaktywacja odwrotnej transkryptazy przez 1 minte w

95°C, schtodzenie do 4°C i przechowywanie w 20°C.
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6.2.3.2. Selekcja genow referencyjnych pszenicy

Wyniki ekspresji genéw badanych nalezy odnies¢ do wartosci ekspresji genow
referencyjnych (ang. housekeeping genes), ktore majg stabilny profil ekspresji dla danego
eksperymentu. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie znormalizowanych wartosci ekspres;ji
gendéw badanych. Na podstawie danych literaturowych, wybrano cztery geny referencyjne:
TUBp, ARF, RLI (Scholtz & Visser, 2013) oraz EF2-1 (Xie i in., 2019) (Tabela 3). Zostaly one
przetestowane poprzez amplifikacje¢ PCR na matrycy cDNA (mieszanina préb po inokulacji
patogenem), a nastgpnie przeprowadzono elektroforezg (10 V/em) w 2% zelu agarozowym. Na
tym etapie uzyskano niespecyficzne produkty dla genu RLI, w zwiazku z tym zrezygnowano z
wykorzystania go jako genu referencyjnego. Dla pozostatych kandydujacych genow
referencyjnych opracowano krzywa standardows stosujac takie samo podejscie jak dla gendw
Lr34 i Lr67. Na tym etapie, wystgpowanie niespecyficznych produktow zaobserwowano
analizujagc krzywe topnienia genu EF2-1. Po analizie krzywych standardowych, dwa geny
(TUBB i ARF) o najwyzszych wartosciach wydajnosci reakcji (%E) 1 wspolczynnik
determinacji (R? > 0,997), TUBS i ARF, zostaly wybrane jako geny referencyjne dla RT-qPCR.

Sekwencje starteréw dla wybranych gendw referencyjnych przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka sekwencji starterow dla wybranych genow referencyjnych.

. . Y Dlugosé
Skrot Produkt/funkcja Sekwencje starterow (5’- 3°) Wydajnos¢ R? on produktu
genu genu (%E) (°0) (02)

. F CAAGGAGGTGGACGAGCAGATG
TUBp  p-Tubulin R GACTTGACGTTGTTGGGGATCCA 011 0998 820 84
ADP-ribosylation FGCTCTCCAACAACATTGCCAAC
ARF factor R GCTTCTGCCTGTCACATACGC 935 0,999 820 165
RLI RNase L inhibitor- F CGATTCAGAGCAGCGTATTGTTG i i i 242
like protein R AGTTGGTCGGGTCTCTTCTAAATG
EF2-1 Elongation factor FCATCAAGCGCATGTCTTCCG 100,4 0,997 80,5 90

R GGTCGACCGTGTTCTTCCAT

6.2.3.3. Projektowanie starteréw do analizy RT-gPCR

Sekwencje gendéw Lr34, Lr67 i genow kandydujacych Lr46 (Cobo i in., 2019)
pozwolily na zaprojektowanie specyficznych starterow do reakcji RT-qPCR (Tabela 4).
Sekwencje dla genow kandydujacych Lr46/Yr29 znaleziono w bazie danych Ensembl Plants
dla pszenicy zwyczajnej i pobrano je w formacie FASTA. Sekwencje wykorzystano do
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zaprojektowania starterow do reakcji RT-qPCR przy uzyciu narz¢dzia Primer3Plus. Region
QTL opisany przez Cobo i in. (2019) obejmuje cztery kopie genu RECEPTOR-LIKE
PROTEIN KINASE (RLK) i trzy kopie GLUCAN ENDO-1,3-BETA-GLUCOSIDASES (Glu),
a takze po jednej kopii SORTING NEXIN (Snex), SUGAR TRANSPORTER (STr) i
TRANSCRIPTION FACTOR CARRYING THE WRKY DOMAIN (WRKY). Sposrod
wszystkich wymienionych genéw kandydujacych tylko gen STr nie ma innych bliskich
analogdw w referencyjnym genomie pszenicy (IWGSC 2018). W przypadku dwoch genow
kandydujacych, Lr46-Snex i Lr46-WRKY, sekwencje okazaly si¢ wystarczajaco podobne, aby
zaprojektowac uniwersalne startery do wykrywania kazdego transkryptu, w tym homologéw na

innych chromosomach (Tabela 5).

Tabela 4. Charakterystyka genow Lr34/Yrl8, Lr67/Yr46 i dziesieciu genow kandydujacych dla

Lrd6/Yr29

Lp. Numer identyfikacyjny Skrot genu Produkt/funkcja genu Lokalizacja genu
1. TraesCS7D02G080300.1 Lr34 ABC transporter 7D: 47,412,062-47,424,490
2. TraesCS4D02G243100.1 Lr67 hexose transporter 4D: 405,770,757-405,775,531
Glucan endo-1,3- 3 -
3. TraesCS1B02G453900.1 Lr46-Glul . P 1B: 669,922,599-669,924,501
glucosidase
Glucan endo-1,3- 3 -
4. TraesCS1B02G454200.1 Lr46-Glu2 . P 1B: 670,142,374-670,144,629
glucosidase
Glucan endo-1,3- 3 -
5. TraesCS1B02G454500.1 Lr46-Glu3 . b 1B: 670,158,858-670,161,009
glucosidase
6. TraesCS1B02G454000.2 Lr46-RLK1 RLK (receptor-like kinase) 1B: 670,025,362-670,028,705
7. TraesCS1B02G454100.1 Lr46-RLK2 RLK (receptor-like kinase) 1B: 670,034,245-670,037,207
8. TraesCS1B02G454400.1 Lr46-RLK3 RLK (receptor-like kinase) 1B: 670,152,915-670,155,867
9. TraesCS1B02G454600.1 Lr46-RLK4 RLK (receptor-like kinase) 1B: 670,164,777-670,167,783
10. TraesCS1B02G454800.2 Lr46-STr Sugar transporter 1B: 670,185,922-670,187,880
11. TraesCS1B02G453700.1 Lr46-Snex Sorting nexin 1B: 669,895,813-669,902,629
12. TraesCS1B02G455000.1 Lr46-WRKY WRKY transcription factor 1B: 670,202,181-670,203,493
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Tabela 5. Charakterystyka sekwencji zaprojektowanych starteréw dla genéw badanych

, ] , s 2 Dhugosé Wydajnos$¢ ) o
Skrét genu Sekwencja starteréow (5°- 3°) produktu (pz) (%E) R Tm (°C)
F GGTAGTAGCAGTTGAAGC
Lr34 R CTCTTCTCATTGCATCCC 110 109.4 0,994 81.0
F GCCATCTTCATCTTCTTC
Lr67 R CTGCTTCCACACCTTGTC 118 100 1,000 85,0
F GGTGCAGAGCAATGTGAA
Lr46-Glul 102 84,4 0,999 84,5
R AGCTGAGAGTTTAGTTGG
F TATCTCTTGTTCCGCCCC
Lr46-Glu2 103 84,3 0,998 84,5
R CCATCGCATAGTACACAG
F ACTCCAGACGTCATTCCC
Lr46-Glu3 99 93,1 0,999 85,5
R GAACCGGTCTGTCGGAAAA
F ACGGGAAGGAAGAACAAT
Lr46-RLK1 105 109,4 0,998 79,5
R ATCCATCATGTCCAACACC
F TGAGATCGTGACGGGAAG
Lr46-RLK2 114 95,3 0,998 83,5
R CTAGCATCTCCAGTAGTGT
F CAGGGACCTTAAAGCTAAT
Lr46-RLK3 109 92,0 0,999 80,5
R GGTTTGAGTATGAGTGTG
F TTCAGCTTTGGCGTATTGCAAC
Lr46-RLK4 101 91,3 0,998 83,0
R ACGGGTCTAGCATCTCCAGT
F GGCCGTGAACGTGTATAT
Lrd6-STr 107 - - -
R GTGTCGGTGCCATTTCAG
FCTTTGATAGTTCTGTTTCGC
Lr46-Snex 103 92,1 1,000 81,5
RTTTGTTTTGGCAAGTGGG
FTTTCTTCGCCTCTTTTGAC
Lr46-WRKY 120 94,2 0,999 82,5
R GTGGAACCAATTCTCGTA

6.2.3.4. Reakcja RT-qPCR

Analizy RT-gPCR przeprowadzono przy uzyciu odczynnika iTag Universal SYBR

Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, USA) i termocyklera CFX96 Touch Real-Time PCR

Detection System (Bio-Rad, Hercules, USA). Kazdy z przeprowadzonych eksperymentow RT-

gPCR sktadat si¢ z trzech powtorzen biologicznych i trzech powtorzen technicznych, ktorych

wyniki zostaty usrednione. Dodatkowo, dla kazdego badanego genu przeprowadzono réwniez

kontrole negatywna bez matrycy cDNA — NTC (ang. No Template Control), kazdorazowo w

trzech powtdrzeniach technicznych, podobnie jak dla genéw badanych. Sktad mieszaniny

reakcyjnej RT-qPCR byt nastepujacy: iTaq supermix - 5 pL, startery ,,forward” i ,,reverse” (10

uM) - 0,5 uL kazdy (Tabela 5), 3 uL. wody wolnej od nukleaz i matryca cDNA -1 pL. Zgodnie
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z zaleceniami MIQE dotyczacymi prawidtowosci analiz PCR w czasie rzeczywistym,
zastosowano trzy powtdrzenia biologiczne dla kazdego typu genu, w kazdym punkcie
czasowym dla danej odmiany lub formy mieszancowej pszenicy i przygotowano trzy
powtorzenia techniczne dla kazdego z nich (Bustin i in., 2009). W reakcjach RT-qPCR
zastosowano nastepujacy profil temperaturowy: denaturacja wstepna przez 3 minuty w
temperaturze 95 °C; nastepnie 40 cykli: denaturacja przez 10 sekund w temperaturze 95 °C,
przytaczanie starterow przez 30 sekund w temperaturze 53,5°C, Etap topnienia (krzywa
topnienia): zakres temperatur od 65°C do 90°C; co 5 sekund temperature zwickszano o 0,5°C.
Analiza ekspresji dla tego eksperymentu przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Bio-
Rad CFX Maestro i narz¢dzia GeneStudy (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA),

uzyskujac wartosci znormalizowanej ekspresji genow.

6.2.3.5. Przygotowanie amplikonow do sekwencjonowania
Sangera

W celu potwierdzenia specyficzno$ci zastosowanych starterow oraz amplifikacji
wlasciwego fragmentu DNA przeprowadzono sekwencjonowanie Sangera amplikonéw dla
wszystkich badanych genéw. Dodatkowym atutem tego podejscia bylta mozliwos¢
scharakteryzowania potencjalnych polimorfizméw sekwencji miedzy genotypem odpornym
(odmiana Glenlea) a genotypem podatnym (odmiana Artigas*). Wigkszo§¢ amplikonow do
sekwencjonowania amplifikowano z cDNA. Jednak Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i Lr46-RLK4 byty
wyjatkami, ktore wynikaty z uzyskania niskiej ilo$ci i/lub jakosci produktow PCR przy uzyciu
cDNA. W tych przypadkach uzyto genomowego DNA, wyizolowanego z liSci przy uzyciu
GeneMATRIX Plant and Fungi DNA Purification Kit (EURx Ltd, Gdansk, Polska), zgodnie z
protokotem dostarczonym przez producenta. W celu potwierdzenia zgodnosci sekwencji
analizowanych genéw kandydujacych w locus Lr46/Yr29 przeprowadzono reakcje PCR dla
odpowiednich par starterow. Do przygotowania reakcji PCR wykorzystano odczynniki GoTaq
G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, USA. Zastosowano nast¢pujacy profil
temperaturowy amplifikacji: poczatkowa denaturacja przez 2 minuty w 94°C; nastgpnie 35
cykli: denaturacja przez 1 minute w 95°C, przylaczanie starterow przez 30 sekund w 53,5°C,
wydtuzenie nici przez 30 sekund w 72°C, wydtuzenie przez 30 sekund w 72°C; koncowe
wydtuzenie nici przez 5 minut w 72°C i schtodzenie prob do 4°C. Oczyszczanie amplikonow
przeprowadzono przy uzyciu zestawu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc., Hilden,

Niemcy), zgodnie z protokolem dostarczonym przez producenta. Po oczyszczeniu probki
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zawieszono W buforze elucyjnym w objetosci 30 upL. Oczyszczone amplikony
sekwencjonowano metoda Sangera przy uzyciu zestawu BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) i kapilarnego analizatora DNA 3730xI (Applied
Biosystems) w ramach ustugi firmy Genomed (Warszawa, Polska). Uzyskane sekwencje
amplikonow zostaty przeanalizowane przy uzyciu oprogramowania Geneious v8.1 (Kearse i
in.,, 2012) i przyrownane do genomu referencyjnego pszenicy odmiany Chinese Spring
(IWGSC RefSeq v1.0).

6.2.4. Analiza ekspresji czasteczek miRNA, komplementarnych do
sekwencji analizowanych genow (ddPCR)

6.2.4.1. Zaprojektowanie starteréw i analiza ekspresji czasteczek
MiRNA (ddPCR)

W prezentowanej rozprawie doktorskiej analizowano ekspresj¢ miRNA zwigzanych
z genem Lr34 oraz genami kandydujacymi dla locus Lr46. W przypadku genu Lr34
zaprojektowano startery dla trzech komplementarnych miRNA: tae-miR9653b, tae-miR9773,
tae-miR9677b. W przypadku genéw kandydujacych analizie poddano ekspresje czterech
MIiRNA: trzech zwigzanych z genem kandydujacym Lr46-Glu2 (tae-miR5384-3p, tae-
miR9780, tae-miR9775), tae-miR9780 komplementarnego réwniez do Lr46-RLK2 oraz tae-
miR164 komplementarnego do Lr46-RLK3. Dostepne bazy danych dla pszenicy zwyczajnej i
dane literaturowe nie wykazaty czasteczek miRNA komplementarnych do genu Lr67.
Sekwencje kodujace genow badanych, docelowych dla miRNA, pobrano z bazy danych
Ensembl Plants i przeanalizowano w internetowej bazie danych psRNATarget. Sekwencje
analizowanych czasteczek miRNA znaleziono w bazie danych miRBase i pobrano w formacie
FASTA. Startery do odwrotnej transkrypcji miRNA i reakcji ddPCR zaprojektowano przy
uzyciu strony internetowej Integrated DNA Technologies, zgodnie z protokotami
opracowanymi przez zespot Forero (2019) wraz ze wspolpracownikami oraz Kramer’a (2011)
(Forero i in., 2019; Kramer, 2011). Zaprojektowane startery zostaly przedstawione w Tabeli 6
oraz Tabeli 7.
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Tabela 6. Charakterystyka badanych czasteczek miRNA oraz sekwencje zaprojektowanych starteréw do reakcji odwrotnej transkrypcji (RT)

Gen Nazwa miRNA Sekwencje starterow (5’- 3°) Sekwencja struktury spinki do wloséw (stem loop) rSneikva\iIeXCja dojrzalego
. GTCGTATCCAGTGCAGGGT - c66CCAUGGCCAAGGUCUCUUGAGGCUUGGCCUUGAAGACUUUG  UGGCCAAGGUCUC
taemiR9G53  CCGAGGTATTCGCACTGGA comaiauins 0o posceans
TACGACAGCCTC
UUGUUGUUCAGAAAUAGGAAAGCAGAAUGAAAUCCAGUCUUAGUCAAA
emiROTTS gggi&?&%ﬁgﬁi’éﬁgg; UAUUUCAUAUCUCUUCUUAUCCAUUUAAACAUAUGGAUUUAGAGUAGA  UUUGUUUUUAUGUU
Lr34 S Rvedlalioot GCAUAUGGAUCAAUCUAUUUAUAAUUAUAAGAAUCGAAUGUGUUUGU  AUUUUGUGAA
UUUUAUGUUAUUUUGUGAAGAA
GTCGTATCCAGTGCAGGGT ~UGCUGGGCAUCAGGGCGGGGAACAGGUGGCCAUGCUCGUCUCCUACU s s GaGBAAC
tae-miR96T7H  CCGAGGTATCCGCACTGGA CUACCAACGGCCACGCCAUGGUCGCGGGGGAGACGUGGCUGUUGGUAG  Sacoocos
TACGACGGCCAC AGUGGAAGAGAAGCGAGGCCGCCUUUGAUGGUGAGCACCGCGCA
. GTCGTATCCAGTGCAGGGT 56 ACCCCUUCGCCGGUCGCGCGUUCCCCUUGCGGUGAGCGCGCCG  UGAGCGCGCCGCC
Lr46-Glu2 tae-miR5384-3p  CCGAGGTATTCGCACTGGA  pac s s JeGEEoa poAGeeCS
TACGACCATTCG
GGUGGAGAAGCAGGGCACGUGCAUCCAUUUCCAGCUCGGCAUUCCCG
L r46-RLKS emiRIEE e A A L GCGUCCGGCCGGCCGGECUGCCGCGGCCUUGCCUGGCUGGGUAGUGCGU  UGGAGAAGCAGGG
il CGCUCGAUCCGGCCGUGCGCCGGCGGCCGGCCCUUGCAUGCAUGUGCCU  CACGUGCA
UUCUUCUCCACC
Lra6-Glu2 i oo ggg%ﬁ?&%ﬁggiﬁgg CGCCGUGGUGGCCGAGGAUGCAAGGCGUGGGGGAGCUGGCCAAGGCGU CGGGUCGGCGCUG
Lr46-RLK2 GCACCACCAUCAUCUGGAUCGGGUCGGCGCUGCACGCGGCE CACGCGGC
TACGACGCCGCG-
GTCGTATCCAGTGCAGGGT ~CAUCAUAUUAUGUGCGCAAUAAGAUUUUGCUAUGCUUUCACCGUUGA |\ yp
Lr46-Glu2 tae-miR9775  CCGAGGTATTCGCACTGGA UUCAACCAAUUGACAUCAAUGUUGAUAAAGGCAUGGAAAAAUCUUAUL 5 oUCESCAN
TACGACTAGCAA GUAUACAUGAUAUGGUG
Scrabled short RNA  AUAGGCCAUAAGGAGUCU ) )
Gen (SCR) CGGUACGUCUUGUAUG
referencyjny ATAGGCCATAAGGAGTCTC - -

SCR-Forward RT

GGTACGTCT
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Tabela 7. Sekwencje starterow zaprojektowanych do analizy ekspresji miRNA metodg ddPCR

Gen Starter Sekwencja startera (5°- 3%)
tae-miR9653b F ACGCAGTGGCCAAGGTCTCTT
Lr34 tae-miR9773 F GGCGCGGTTTGTTTTTATGTTATTT
tae-miR9677b F ACTCATCAGGGCGGGGAACAG
Lr46-RLK3 tae-miR164 F AGTCAGTGGAGAAGCAGGGCA
tﬁi%’.ﬁ'fﬁz' tae-miR9780 F ATATTACGGGTCGGCGCTGCA
Lra6-Glu tae-miR5384-3p F ATAGTATGAGCGCGCCGCCGT
Lra6-Glu2 tae-miR9775 F GCCGCCTGTGCGCAATAAGATT
- Uniwersalny R CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
6.2.4.2. lzolacja mMIiRNA pszenicy i reakcja odwrotnej

transkrypcji (synteza cDNA)

Tkanke lisciowa do izolacji miRNA pobierano analogicznie do protokotu izolacji
RNA. Do izolacji miRNA wykorzystano zestaw do izolacji mirVana miRNA Isolation Kit
firmy ThermoFisher Scientific oraz mieszaning fenol:chloroform. Izolacja miRNA zostata
przeprowadzona zgodnie z protokotem dolaczonym przez producenta. Otrzymane probki byty
przechowywane w w kriozamrazarce (-80°C) w celu unikniecia mozliwej degradacji. Frakcja
miRNA zostala nastgpnie poddana reakcji odwrotnej transkrypcji przy uzyciu SuperScript [V
Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), z uzyciem specyficznych,
zaprojektowanych starterow (Tabela 6) wedlug protokotu opracowanego przez Varkonyu-
Gasic (2007) wraz ze wspotpracownikami (Varkonyi-Gasic i in., 2007): inkubacja w 16°C
przez 30 minut; 60 cykli w 30°C przez 30 sekund, 42°C przez 30 sekund 1 50°C przez 1 sekundg;

inkubacja w 85°C przez 5 minut.

6.2.4.3. Reakcja ddPCR

W celu ilosciowego okreslenia liczby czasteczek miRNA w probkach roslinnych
uzyto mieszaniny ddPCR sktadajacej si¢ z 10 uLL ddPCR SuperMix Eva Green, starterow (200
nM), matrycy (odwrotnie transkrybowanego, wydtuzonego miRNA) i wody wolnej od RNaz.
Mieszanina reakcyjna o objetosci 20 uL zostata uzyta do wygenerowania kropel reakcyjnych
w 8-dotkowej kasecie przy uzyciu generatora kropel QX100 (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA). Krople zostaty ostroznie przeniesione do 96-dotkowej ptytki ddPCR i
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uszczelnione termicznie za pomoca plastikowych oston z folig termiczng (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, USA). Nastepnie przeprowadzono amplifikacje w termocyklerze
T100 PCR (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) w nastgpujacych warunkach
temperaturowych: denaturacja w 95°C przez 5 minut, a nastgpnie 40 cykli z trzystopniowym
profilem termicznym denaturacji w 95°C przez 30 sekund, przylgczanie starteréw w 58°C przez
30 sekund i elongacja nici w 72°C przez 45 sekund. Nastepnie produkty utrzymywano w
temperaturze 72°C przez 2 minuty w celu koncowej elongacji powstatej nici. Po amplifikacji
otrzymane produkty PCR schtadzano do 4°C przez 5 minut, a nastgpnie ogrzewano do 90°C
przez 5 minut i ponownie doprowadzano do 12°C. Otrzymane produkty PCR analizowano
iloSciowo w czytniku kropel QX100 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA). Analize
danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania QuantaSoft w wersji 1.7 (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, USA). Krople dodatnie, zawierajace produkty amplifikacji
odrozniono od kropki ujemnych, ustawiajac prog amplitudy fluorescencji na najnizszg warto$¢
dodatniego klastra kropel. Jako kontrole negatywna zastosowano Czasteczki tRNA z drozdzy -
tRNA-Thr (TGT),

6.2.5. Analiza statystyczna

Test Kotmogorowa-Smirnowa zostal wykorzystany do oceny hipotezy zerowej, czy
zestaw znormalizowanych wartosci ekspresji dla okreslonego genu i odmian pochodzi z
rozktadu normalnego. Do oceny roéwnoS$ci wariancji zastosowano test Levene'a w wariancie
Browna-Forsythe'a oraz test Bartletta. W celu pordwnania $rednich wykonano dwustronny test
t-Studenta. Dla poréwnania $rednich ekspresji w kazdym badanym punkcie czasowym po
inokulacji do ekspresji przed inokulacja wykonano kontrasty elementarne, przeprowadzone dla
kazdej odmiany niezaleznie. Dodatkowo, przeprowadzono dwukierunkowe analizy wariancji
(ANOVA) w celu okreslenia glownego wplywu odmiany i punktu czasowego, a takze interakcji
odmiany x punktu czasowego na zmiennos$¢ poszczegolnych profili ekspresji analizowanych
genow. Ekspresje analizowanych genow badanych i kandydujacych przedstawiono w postaci
map cieplnych. Testy istotnych réznic Tukey’a (post-hoc czynnikowa jedno- lub
dwukierunkowa ANOVA, w zalezno$ci od wynikow ANOVA) przeprowadzono z uzyciem
programu R Studio, wersja v.4.4.0 (R Core Team 2024) przy uzyciu pakietu agricolae v.1.3-7
(de Mendiburu et al. 2019), przy poziomie istotnosci a = 0,05. Pozostate analizy zostaly
przeprowadzone przy uzyciu pakietu oprogramowania statystycznego GenStat (VSN

International Genstat for Windows 23rd Edition, 2023), Excel 2021 oraz Python 3.11.7.
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7. Wyniki

7.1. Identyfikacja markerow molekularnych sprzezonych z
analizowanymi genami w badanych pokoleniach (P1, P2, P3, P4)

Zastosowanie markerow molekularnych z powodzeniem pozwolito na identyfikacje¢
wybranych genéw odporno$ci na Lr w testowanych odmianach i formach mieszancowych
pszenicy. Marker csLV34, zakotwiczony w sekwencji genu Lr34, postuzyt do weryfikacji
obecnosci odpowiednich alleli (Tabela 8). Zgodnie z danymi literaturowymi, marker STS
csLV34 jest wysoce wiarygodnym dla identyfikacji Lr34 (Lagudah i in., 2009). W przypadku
obecnosci Lr34 uzyskano produkt o dtugosci 150 pz. O braku genu Lr34 informuje uzyskany
produkt o dtugosci 229 pz. Marker zostat zidentyfikowany we wszystkich badanych odmianach
odpornych pszenicy, pochodzacych z Banku Genow (P1, P2). W czterech analizowanych
formach mieszancowych uzyskano uktad heterozygotyczny, jedynie w przypadku odmiany
Harenda x Glenlea uzyskano homozygote (+) (Tabela 7). W przypadku braku Lr34 otrzymano
by produkt PCR o dtugosci 229 pz (-). Dzigki dalszym krzyzowaniom uzyskano formy
mieszancowe pokolen F2 i BCIF1, ktore réwniez poddano selekcji z wykorzystaniem
powyzszych markerow molekularnych (Tabela 9). W tych pokoleniach, wykorzystanie markera
csLV34 pozwolito na identyfikacje 46% form heterozygotycznych (H) genu Lr34 oraz 6% form
homozygotycznych (+).

Marker csLV46G22 powigzany z locus Lr46/Yr29 (E. Lagudah, dane
nieopublikowane) zostat zidentyfikowany we wszystkich badanych odmianach odpornych
pszenicy, pochodzacych z Banku Genoéw (Bobrowska i in., 2022) oraz we wszystkich formach
mieszancowych pszenicy uzyskanych pokolen (Tabela 8, Tabela 9).

Molekularne markery flankujace SSR, cfd23 (Hiebert i in., 2010) i cfd71 (Hiebert i
in., 2010), zostaly wykorzystane w celu potwierdzenia obecnosci genu Lr67 (Tabela 8). W
przypadku cfd23 uzyskano produkt amplifikacji o dtugosci 211 pz, natomiast w przypadku
cfd71 produkt o dtugosci 214 pz. W przypadku wykorzystania markera cfd23 obecnos¢ allelu
warunkujacego odpornos¢ Lr67 zostata potwierdzona u 55% form mieszancowych pokolen F2
i BC1F1 (+), natomiast marker cfd71 pozwolit na identyfikacj¢ genu u 62%. Amplikony obu
markerow flankujacych (cfd23 i cfd71) zidentyfikowano u 35% form mieszancowych pokolen
F2 i BC1F1 (+). Uzyskanie powyzszych wynikow pozwolito na wstepng charakterystyke
genotypéw 1 selekcje uzyskanych form mieszancowych do dalszych doswiadczen,

obejmujacych analize ekspresji wspomnianych genéw odpornosci 1 genu kandydujacego.
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Tabela 8. Identyfikacja markeréw molekularnych csLV34, csLV46G22, cfd23 i cfd71 w badanych
formach mieszancowych pszenicy zwyczajnej pokolenia F1

Forma Lr34 Lr46
Lp. Lr67 (cfd23)  Lr67 (cfd71)
mieszancowa (csLV34) (csLVv46G22)
1 Harenda x Glenlea + + + +
2. Jutrzenka x Glenlea H + + +
3. Aura x Glenlea H + + +
4. Itaka x Glenlea H + + +
5. Merkawa x Glenlea H + + +

*H — heterozygota

Tabela 9. Identyfikacja markeréw molekularnych zwigzanych z badanymi genami odpornosci u form

mieszancowych pszenicy z pokolen F2 i BC1F1.

L Nazwa Spétka Forma mieszancowa Lr34 Lr46 Lr67 Lr67
P: rosliny hodowlana BC1F1/F2 (csLV34) (csLV46G22) (cfd23) (cfd71)
i, HxG 11 Ma}?_lpslska (Harenda x Glenlea) x Harenda H + + =
2. HxG 111 Ma}?_ipglska (Harenda x Glenlea) x Harenda - + - -
Matopolska
3. HxG 1 111 HR (Harenda x Glenlea) x Harenda H + - +
4. HxG 1 IV Mal?_ipslSka (Harenda x Glenlea) x Harenda H + - -
5. HxG 2 1 Ma%(l)_ipslska (Harenda x Glenlea) x Harenda - + - -
6. HxG 2 11 Mal?_ipF(Q’ISka (Harenda x Glenlea) x Harenda - + - +
7. HxG 2 111 Mali'pF(Q)ISka (Harenda x Glenlea) x Harenda H + - +
8. HxG 2 IV Ma%(l)_ipslska (Harenda x Glenlea) x Harenda - + - -
9. HxG 31 Mal?_ipF(QISka (Harenda x Glenlea) x Harenda - + - -
Matopolska
10. HxG 3 11 HR (Harenda x Glenlea) x Harenda H + - -
11. HxG 3 111 Ma}?_ﬁ;)]Ska (Harenda x Glenlea) x Harenda - + + -
12. HxG 3 IV Ma{?_'pSISka (Harenda x Glenlea) x Harenda H + - +
13, IXG 11 Matopolska (Jutrzenka x Glenlea) x H + + _
HR Jutrzenka
14, IXG 111 Matopolska (Jutrzenka x Glenlea) x H + + )
HR Jutrzenka
15, IXG 11N Matopolska (Jutrzenka x Glenlea) x H + + _
HR Jutrzenka
Matopolska (Jutrzenka x Glenlea) x ) ) )
16. HG2l HR Jutrzenka "
Matopolska (Jutrzenka x Glenlea) x ) ) )
17 NG 2l HR Jutrzenka *
Matopolska (Jutrzenka x Glenlea) x
18. KG21n HR Jutrzenka i * i i
Matopolska (Jutrzenka x Glenlea) x
19. HG3I HR Jutrzenka i * i i
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20. IXG 3 I Makl)-lpF(Q)ISka (Jutrzer;E?r Zxenlezzlnlea) x H
21 IXG 31 Mali'pé)lska (Jutrzer\;llj?r ZxenGkIanea) x i
29 IXG 3 IV Makl)-lpF(Q)lSka (Jutrzer;llﬁar Zxenlegnlea) x H
23. 171 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
24, 1711 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
25. 171 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
26. 171V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
217. 17V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
28. 181 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
29. 1811 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
30. 18 111 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
31. 181V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
32. 211 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
33. 2111 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
34. 21 111 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
35. 211V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
36. 21V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
37. 221 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
38. 221 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
39. 2211 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
40. 221V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
41, 22V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
42. 241 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
43. 241 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
44, 2411 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
45, 24 1V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
46. 24V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
47. 251 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
48. 251 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
49, 25 111 Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
50. 251V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura -
51. 25V Strzelce HR (Aura x Glenlea) x Aura H
52. D11 Danko HR Itaka x Glenlea

53. D11l Danko HR Itaka x Glenlea +
54, D1 111 Danko HR Itaka x Glenlea

55. D11V Danko HR Itaka x Glenlea H
56. D1V Danko HR Itaka x Glenlea -
57. D21 Danko HR Itaka x Glenlea H
58. D2 11 Danko HR Itaka x Glenlea

59. D2 111 Danko HR Itaka x Glenlea -
60. D2 IV Danko HR Itaka x Glenlea H
61. D2V Danko HR Itaka x Glenlea
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62. D31 Danko HR Itaka x Glenlea + + +

63. D31l Danko HR Itaka x Glenlea - + +
64. D3 111 Danko HR Itaka x Glenlea - + +
65. D31V Danko HR Itaka x Glenlea - + +
66. D3V Danko HR Itaka xGlenlea H + +
67. MxG | Smolice HR Merkawa x Glenlea H +

68. MxG 11 Smolice HR Merkawa x Glenlea H + +
69. MxG Il Smolice HR Merkawa x Glenlea - + +
70. MxG IV Smolice HR Merkawa x Glenlea H + +
71. MxG V Smolice HR Merkawa x Glenlea H + +

*H — heterozygota

Selekcja przeprowadzona z wykorzystaniem powyzszych markerow molekularnych
byta niezbedna w wyborze roslin poddanych inokulacji zarodnikami Pt oraz dalszym analizom

molekularnym; wybrane rosliny zostaty wyroznione kolorem szarym (Tabela 9).

7.2. Wybor formy donorowej pszenicy

Identyfikacja markerow molekularnych sprzezonych z genami Lr34, Lr46 oraz Lr67
wraz z analizg ich ekspresji pozwolila na wybranie odmiany Glenlea jako formy donorowej
alleli warunkujacych odpornos¢ badanych genow (P2 1 P3). Podczas krzyzowan
wykonywanych w kolejnych latach prowadzenia do§wiadczen, geny te byty wprowadzane do
odmian jarych pszenicy (formy akceptorowe). Formy akceptorowe pochodza z polskich spotek

hodowlanych 1 zostaly przedstawione na Rycinie 2.

7.3. Wyniki sekwencjonowania metoda Sangera

Przeprowadzono sekwencjonowanie Sangera w celu weryfikacji skutecznosci
zaprojektowanych starterow oraz weryfikacji wystgpowania potencjalnego polimorfizmu.
Analiza pozwolila na potwierdzenie, ze sekwencje amplikonéw sa komplementarne zardwno
do genu Lr34 jak i Lr67 (Tabela 10). Sekwencja amplikonu Lr34 (TraesCS7D02G080300.1)
jest komplementarna do referencyjnej sekwencji locus Lr34 (Rycina 4), obejmujacej eksony 7
I 8. Otrzymany produkt byl identyczny z sekwencja referencyjng z kilkoma
heterozygotycznymi pozycjami nukleotydow. Alternatywne nukleotydy wystepuja w
heterozygotycznych pozycjach, ktére odpowiadaja homologom zlokalizowanym na
chromosomach 4A i 7A. W przypadku genu Lr67 (TraesCS4D02G243100.1), produkt PCR

zostal dopasowany do regionu zlokalizowanego w 1350-1467 pz na referencyjnej sekwencji
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locus Lr67 (Rycina 4), w 3 eksonie. Zidentyfikowano jeden heterozygotyczny nukleotyd
(25C/G), odpowiadajacy homologom obecnym w chromosomach 4A i 4B. Sekwencje obu
produktow PCR przedstawiono w Tabeli uzupetniajacej S2 (P2). Lokalizacj¢ genow Lr34 i
Lr67 przedstawia Rycina 4.

Geny RLK i Glu wystepujg w setkach kopii w calym genomie pszenicy. Ponadto,
bardzo podobne uktady gendéw znajdujg si¢ W dwoch chromosomach 1A i 1D (Rycina 3), w
tym samym regionie co w chromosomie 1B. Analiza podobienstwa sekwencji amplikonu Lr46-
Glu3 po sekwencjonowaniu Sangera rowniez ujawnita obecnosé¢ genéw homologicznych na
chromosomach 2A, 2B i 2D (Rycina 3). Wyniki sekwencjonowania otrzymanych aplikonow
przedstawiono ponizej w tabeli (Tabela 10). Dzigki sekwencjonowaniu metodg Sangera udato
si¢ uzyskac¢ sekwencje dla wiekszosci docelowych amplikonéw i tym samym potwierdzi¢
specyficznos¢ i skuteczno$¢ zaprojektowanych starteréw. Pelne sekwencje uzyskanych
amplikonow, lokalizacje i charakterystyke genow kandydujacych dla genu Lr46/Yr29 mozna

znalez¢ w Materiatach uzupehiajacych (P3).

Tabela 10. Charakterystyka sekwencji amplikonéw Lr34, Lr67 i genow kandydujacych dla Lr46/Yr29,

uzyskanych za pomocg sekwencjonowania Sangera

Dlugosé Dlugos¢  Region ] .
) ] Symbol w bazie Symbol w bazie
Skrot genu Nazwa ID genu amplikonu  genu amplikonu .
NCBI UniProt

(p2) (p2) (p2)
Lr34 TraesCS7D02G080300.1 110 3875 1544 — 1655 LOC123169079 AO0A3B61036
Lr67 TraesCS4D02G243100.1 118 2077 1350 — 1467 LOC123098224 AOAQ0S1LH59
Lr46-Glul TraesCS1B02G453900.1 102 1722 308 — 410 LOC123100246 AO0A3B57521
Lr46-Glu2 TraesCS1B02G454200.1 103 2529 677779 LOC123148549 AO0A3B57537
Lr46-Glu3 TraesCS1B02G454500.1 99 1968 635733 LOC123100285 AO0A3B5Z6G2
Lrd6-RLK1  TraesCS1B02G454000.2 105 - - - -
Lrd6-RLK2  TraesCS1B02G454100.1 114 2526 1935 — 2047 LOC123148523 AO0A3B5Z656
Lr46-RLK3  TraesCS1B02G454400.1 109 2217 1419 — 1527 LOC123100274 AO0A3B5Z530
Lr46-RLK4 TraesCS1B02G454600.1 101 2514 1959 — 2041 LOC123148523 AO0A3B5Z5H2
Lr46-Snex TraesCS1B02G453700.1 103 3742 278 — 380 LOC123148452 AO0A3B5Z651
Lr46-WRKY  TraesCS1D02G431600.1 118 1226 906 — 1024 LOC123100317 AOA3B6ALlY2
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W przypadku pierwszego genu kandydujgcego, Lr46-Glul, amplifikowano
sekwencj¢ TraesCS1B02G453900.1, ale z polimorfizmem pojedynczego nukleotydu (G) w
pozycji 40 w poréwnaniu z sekwencja TraesCS1A02G422500.1 (Rycina 3). W przypadku
odmiany Glenlea zaobserwowano C + G w pozycji 40, uzyskujac zasadniczo podobny poziom
amplifikacji TraesCS1B02G453900.1 i TraesCS1A02G422500.1 (Rycina 3). Gen Lr46-Glu2
w odmianie Artigas* amplifikowat fragment sekwencji TraesCS1A02G422900.1 (nukleotyd A
w pozycji 38) i TraesCS1B02G454200.1 (nukleotyd G w pozycji 38). W odmianie Glenlea
amplifikowano doktadng sekwencje homologiczng TraesCS1A02G422900.1. W przypadku
Lr46-RLK1 nie byto mozliwe uzyskanie sekwencji, ktéra pozwolitaby na prawidlowy odczyt.
W  przypadku geny kandydujacego Lr46-RLK3 amplifikowano sekwencje genu
TraesCS1B02G454400.1, z niewielkim wudzialem sekwencji genu homologicznego
TraesCS1D02G431000.1 (Rycina 3). Ostatnim analizowanym genem kandydujgcym byt Lr46-
WRKY, dla ktorego uzyskano amplikon (118 pz) pochodzacy z fragmentu genu
TraesCS1D02G431600.1, a wiec z homologicznego wobec genu kandydujacego
TraesCS1B02G4550 (Rycina 3).
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Rycina 3. Lokalizacja 10 genow kandydujacych dla Lr46/Yr29 na chromosomie 1B i homologdéw na
chromosomach pszenicy 1A, 1D, 2A, 2B i 2D. Geny kandydujace dla Lr46/Yr29, w tym region
QYr.ucw-1BL, zostaly wyr6znione odpowiednimi kolorami, przedstawionymi w legendzie, zgodnie z
ich funkcjami biologicznymi lub rodzing genow. Wyroznione homologi genéw kandydujacych zostaly
wybrane na podstawie analizy porownawczej amplikonow po sekwencjonowaniu Sangera. ,,Chr1A” i
podobne oznaczenia okre$laja nazwe chromosomu pszenicy, a skrot ,,Mb” odnosi si¢ do dlugosci
chromosoméw (Spychata i in., 2024a). Mapa genetyczna zostata skonstruowana przy uzyciu narzgdzia
MG2C v2.1 (Chaoi in., 2021).
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Rycina 4. Lokalizacja genéw odpornosci Lr67/Yrd6 (TraesCS4D02G243100.1) i Lr34/Yrl8
(TraesCS7D02G080300.1), odpowiednio na chromosomach 4D i 7D. Kolorem niebieskim wyr6zniono
gen Lr67/Yr46, a kolorem zielonym - gen Lr34/Yr18. Mapa genetyczna zostala skonstruowana przy
uzyciu narzedzia MG2C v2.1 (Chaoi in., 2021).

7.4. Analiza ekspresji genow Lr34 i Lr67 u odmian referencyjnych
oraz komplementarnych miRNA (P2)

Odpowiedz genu Lr34 na inokulacj¢ P. triticina analizowano u czterech odmian
pszenicy zwyczajnej jarej (NP846, Glenlea, Artigas, Lerma Rojo) i jednej odmiany ozimej
(TX89D6435) w pigciu punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi) (Rycina 5). Wszystkie
odmiany z wyjatkiem Glenlea wykazaty spadek poziomu ekspresji Lr34 natychmiast po
inokulacji mieszaning zarodnikow (6 hpi). Odmiana Glenlea rowniez zareagowata w ten sam
sposob, ale z niewielkim opdznieniem (12 hpi). W tym samym czasie odmiany Artigas i NP486
zareagowaly dalszym spadkiem ekspresji Lr34. Po 24 godzinach nastapit wzrost ekspresji Lr34
we wszystkich odmianach z wyjatkiem TX89D6435, osiggajac w Glenlea i Lerma Rojo
poziomy podobne do tych przed inokulacja. Badane odmiany znaczaco rdznity si¢ ekspresja
Lr34 w 48 hpi: u Glenlea 1 Artigas osiggneta ona maksymalne warto$ci, podczas gdy u
pozostalych odmian osiggneta minimum (TX89D6435 i NP846) lub byta bardzo bliska
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minimum (Lerma Rojo). Zaobserwowane rdznice w profilach ekspresji nie wynikaly z r6znic

w fenologii roslin (odmiany jare vs. odmiana 0zima).

Lr34
a5
g “ -
2.0
Eatigas -
Larma B - 1.0

HPHak

5

---- I oo

12 bpi 74 hgpi

TRBESDGA IS

Lr67

o - - I
Aatigas - 194

i

o th -n n

Rycina 5. Wykresy typu ,.heatmap” przedstawiajace profile ekspresji genéw Lr34 i Lr67. Analiza
ekspresji obejmowata referencyjne odmiany pszenicy zwyczajnej (Artigas*, Artigas, Glenlea, Lerma
Rojo, NP846 i TX89D6435) w pieciu punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi). Kolor czerwony

oznacza nizszg znormalizowang ekspresjg¢, a kolor niebieski - wyzsza.
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Nalezy zauwazy¢, ze gen Lr34 ulega ekspresji na stosunkowo niskim poziomie
niezaleznie od inokulacji, podczas gdy po inokulacji nastepuje szybki spadek ekspresji (6 i 12
hpi). W przypadku dwoch odmian spadek ten byt przejsciowy. W Glenlea, Lerma Rojo i NP846
spadek ekspresji byt statystycznie istotny (p =0,013-0,048) (P2). Brak istotnosci statystycznej
wynikéw uzyskanych dla Artigas 1 TX89D6435 wynika z duzej wariancji migdzy
powtorzeniami biologicznymi.

W przypadku odmian Artigas, NP846 i TX89D6435 ekspresja genu Lr67 zmniejszyta
si¢ natychmiast po inokulacji (6 i 12 hpi) i zaczeta wzrasta¢ po 24 godzinach. W przypadku
odmiany Lerma Rojo ekspresja genu Lr67 zmniejszyta si¢ po inokulacji, a nastgpnie wahata
sig, podczas gdy w odmianie Glenlea ekspresja Lr67 najpierw wzrosta (6 hpi), a nastgpnie
spadta, osiggajac minimum w 24 hpi, po czym nastapit kolejny wzrost w 48 hpi. Gen Lr67 w
odmianach Artigas i Glenlea wykazat podobng reakcje na stres jak gen Lr34, przewyzszajac w
co najmniej jednym punkcie czasowym po inokulacji poziom obserwowany u roslin
kontrolnych. W odmianie Artigas*, niosacej allel Lr67 warunkujacy podatnos¢ na porazenie
Pt, zmiany poziomoéw ekspresji w stosunku do pierwszego terminu nie byly statystycznie
istotne. Sugerowatoby to, ze regulowana jest tylko funkcjonalna kopia genu. Oba badane geny
sg transporterami i jako takie mogg mie¢ znaczacy wplyw na fenotyp pod wzglgdem poziomu
akumulacji i wydzielania zwigzkow, ktore transportujg. Co ciekawe, geny Lr34 i Lr67
wykazaty podobng odpowiedz na inokulacjg; korelacja migdzy nimi wyniosta 0,675 1 wartos¢

ta jest istotna statystycznie (p = 0,0003).

7.5. Analiza ekspresji genow kandydujacych dla Lr46/Yr29 u odmian
referencyjnych i komplementarnych miRNA (P3)

Analizy RT-qPCR genéw kandydujacych we wszystkich badanych odmianach
pszenicy 1 w réznych punktach czasowych przedstawiono w postaci wykreséw typu ,,heatmap”
(Rycina 6). Surowe dane uzyskane z analiz ekspresji genéw kandydujacych dla Lr46/Yr29
przedstawiono w tabelach i materiatach uzupehiajagcych (P3). W przypadku Lr46-Glul
ekspresja roznila si¢ znacznie migdzy analizowanymi odmianami pszenicy, a takze pomiedzy
samymi punktami czasowymi, dlatego nie zaobserwowano wspolnego wzorca ekspresji dla
tych odmian (Rycina 6). W przypadku genu kandydujacego Lr46-Glu2, spadek poziomu
ekspresji tego genu zaobserwowano natychmiast po inokulacji (6 hpi) dla wszystkich odmian z
wyjatkiem odmiany Glenlea. W punkcie czasowym 12 hpi zaobserwowano dalszy spadek

poziomu ekspresji Lr46-Glu2 dla wszystkich odpornych odmian (Rycina 6). Poziom ekspresji
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Lr46-Glu2 znacznie przekroczyt poziom wyj$ciowy (0 hpi). W 48 hpi poziom ekspresji Lr46-
Glu2 spadt u wszystkich odmian, ale nadal przekraczal poziom wyj$ciowy u odmian Artigas,
Glenlea, Lerma Rojo i TX89D6435. W przypadku genu Lr46-Glu3 ekspresja zar6wno przed,
jak 1 po inokulacji byta na bardzo niskim poziomie (Rycina 6). Jedynym wyjatkiem byla
odmiana Glenlea w 24 hpi, u ktérej zaobserwowano znaczny wzrost ekspresji. U genéw Lr46-
RLK1 i Lr46-RLK2 zaobserwowano wzrost ekspresji w 6 hpi, krotko po inokulacji, nastepnie
spadek i ponowny wzrost w 24 hpi. Najwyzsze poziomy ekspresji w 6 hpi i 24 hpi w tym
przypadku zaobserwowano w odmianie NP846, a wysoka ekspresje w 6 hpi w odmianie
Glenlea (Rycina 6). W przypadku Lr46-RLK3 najwyzszy wzrost ekspresji po inokulacji
zaobserwowano w 24 hpi w odmianach TX89D6435 i NP946; natomiast w odmianie Glenlea
w 6 hpi i 24 hpi. Jednakze, ekspresja tego genu byla na stosunkowo niskim poziomie (Rycina
6). Co istotne, podatna odmiana Artigas* konsekwentnie wykazywata nizsze poziomy ekspresji
w poréwnaniu do odmian odpornych dla réznych analizowanych gendow, co wskazuje na jej
odmienny profil ekspresji genow pod wptywem stresu Pt (Rycina 6).

Przeprowadzono dwukierunkowg analize wariancji (ANOVA) i zidentyfikowano
roznice w indywidualnych profilach ekspresji analizowanych genow dla odmian w okreslonych
punktach czasowych (P3). Dodatkowym Zrédlem zmiennos$ci byta interakcja odmiana x punkt
czasowy. Z uwagi na fakt, ze kazdy gen charakteryzuje si¢ innym bazowym poziomem
ekspresji, analize wariancji przeprowadzono dla kazdego genu osobno. Odmiany wykazywaty
unikalne wzorce ekspresji gendow w odpowiedzi na infekcje powodowang przez Pt. Na
przyktad, odmiana Glenlea wykazywata szczegdlnie wysoki poziom ekspresji dla kilku genow
w 24 hpi, podczas gdy odmiana Lerma Rojo wykazywata stosunkowo niski poziom ekspresji
w wigkszosci analizowanych punktow czasowych (Rycina 6). Warto zauwazy¢, ze Lr46-Glu2
konsekwentnie wykazywal wysoki poziom ekspresji we wszystkich odmianach 1 punktach
czasowych. Analiza genow kandydujgcych dla Lr46/Yr29 ujawnita znaczacy, istotny
statystycznie wptyw zaré6wno odmiany, jak i czasu na ekspresj¢ genéw w pszenicy (P3).

W przypadku genu Lr46-WRKY zaobserwowano najwyzsze wartosci u Artigas* we
wszystkich punktach czasowych z wyjatkiem 48 hpi oraz u odmiany Glenlea w 24 hpi (Rycina
6). Podczas prowadzenia analiz ekspresji genu Lr46-STr uzyskano wiele niespecyficznych
produktéw PCR, co bylo szczegolnie widoczne na krzywej topnienia. W zwigzku z

powyzszym, zdecydowano si¢ odrzuci¢ z Lr46-STr z dalszych analiz (P3).
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Rycina 6. Wykresy typu ,.heatmap” przedstawiajace ekspresj¢ dziewieciu genéw kandydujacych dla Lr46/Yr29 po inokulacji Pt (Spychata i in., 2024a).
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W przypadku kilku analizowanych genoéw, w tym Lr46-Glul i Lr46-Glu2, znaczace
interakcje miedzy odmiang a czasem podkreslity dynamiczny charakter ekspresji genow w
odpowiedzi na czynniki czasowe i zmienno$¢ genetyczng. Analiza post-hoc dodatkowo
wyijasnita te odkrycia i ujawnita r6zne wzorce ekspresji wérod odmian pszenicy w réznych
punktach czasowych (Rycina 6). Odmiany scharakteryzowane jako odporne czgsto
wykazywatly stosunkowo wyzsze poziomy ekspresji w poréwnaniu z podatng odmiang
kontrolna, podkreslajac w ten sposob ich potencjalng role w posredniczeniu w odpowiedzi
obronnej pszenicy przeciwko Pt.

Poréwnanie profili ekspresji migdzy genami kandydujacymi przeprowadzono
réwniez za pomocg analizy korelacji (Rycina 7). Sposrod badanych gendéw kandydujacych
najwyzsza dodatnig korelacje¢ zaobserwowano dla profilu ekspresji pomiedzy genami
kandydujacymi: Lr46-Glu2 i Lr46-RLK2 (0,794; p < 0,001) (Rycina 7). Zaobserwowano
rowniez dodatnig korelacje dla genu Lr46-Glul pomiedzy genami: Lr46-Glu2, Lr46-RLK1,
Lr46-RLK2 i Lr46-RLK3, gdzie wystgpowaty wysokie korelacje pomiedzy genem Lr46-Glul a
genami: Lr46-Glu2 i Lr46-RLK3 (odpowiednio 0,726 1 0,730; p < 0,001) (Rycina 7). Gen Lr46-
Glu2 wykazywat dodatnie korelacje (p <0,001) z innymi testowanymi genami kandydujgcymi,
z wyjatkiem genow: Lr46-RLK4, Lr46-Snex i Lr46-WRKY, gdzie korelacja byta bliska 0 z p >
0,05 (Ryc. 3). Gen Lr46-Glu3 wykazat dodatnie i statystycznie istotne korelacje z wigkszoscig
gendéw kandydujacych z wyjatkiem Lr46-RLK1 i Lr46-RLK2 (odpowiednio 0,108 i 0,093,
nieistotne statystycznie). Co ciekawe, dla genoéw: Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i Lr46-RLK3,
zaobserwowalismy ogolna obecno$¢ korelacji z genami kandydujacymi Glu lub RLK, ale
ogo6lny brak korelacji z innymi genami kandydujacymi (Rycina 7). Jednak wyrazng tendencje
zaobserwowano dla genu Lr46-WRKY, gdzie zaobserwowano korelacje tylko z dwoma genami:
Lr46-Snex i Lr46-RLK4 (odpowiednio 0,703 i 0,702; p < 0,001). Co ciekawe, tendencja ta
wystgpita pomigdzy genami Lr46-RLK4, Lr46-Snex i Lr46-WKRY do korelowania ze sobg
(Rycina 7). Wyjatkiem jest Lr46-Snex, gdzie istnieje wysoka korelacja rowniez migdzy genem
Lr46-Glu3 (0,735, p < 0,001) (Rycina 7).
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Rycina 7. Wykresy typu ,.heatmap” prezentujace warto$ci wspotczynnikow korelacji liniowej Pearson’a
pomiedzy badanymi genami kandydujacymi dla Lr46/Yr29, w oparciu o wartosci ich indywidualnych
profili ekspresji; Poziomy istatnosci: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (Spychata i in., 2024a).
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7.6. Analiza ekspresji genow APR i komplementarnych miRNA u
otrzymanych form mieszancowych pokolenia F1 (P4)

Podobnie jak w poprzedniej pracy (P2), geny odpornosci Lr34 i Lr67 wykazywaty
zrdznicowang ekspresj¢ w wybranych punktach czasowych. Gen Lr34 wykazywat stosunkowo
niska ekspresje po inokulacji roslin przez Pt. Jednak w poréwnaniu z wynikami opisanymi w
poprzedniej pracy, podobienstwo w profilu ekspresji Lr34 w formie donorowej Glenlea mozna
zaobserwowa¢ w badanych formach mieszancowych F1, gdzie najwyzsza ekspresje
obserwowano w 24 i 48 hpi (Rycina 8). Wyjatkiem byta forma mieszancowa Harenda x
Glenlea, ktora wykazywata niska ekspresj¢ genu Lr34 we wszystkich punktach czasowych
(Rycina 8). W formie mieszancowej Aura x Glenlea, ekspresja Lr34 wzrasta intensywnie
natychmiast po inokulacji (6 hpi) i ponownie wzrasta w 24 hpi. W przypadku genu Lr67, jego
ekspresja przed inokulacjg jest na wyjatkowo wysokim poziomie (0 hpi). Wyjatek stanowi
Jutrzenka x Glenlea, ktory wykazywat niska, stata ekspresjg¢ genu Lr67 we wszystkich punktach
czasowych (Rycina 8). U dwoch form mieszancowych (Harenda x Glenlea 1 Merkawa x
Glenlea) poziom ekspresji tego genu nieznacznie spada po inokulacji (6 hpi) i ponownie wzrasta
w 24 hpi tylko dla formy Merkawa x Glenlea. Niemniej jednak, ekspresja genu Lr67 po
inokulacji nie osiggneta wyzszych wartosci niz przed inokulacjg (0 hpi) (Rycina 8). Moze to
sugerowac¢ staba odpowiedz odpornosciowa na inokulacje Pt.

Na podstawie otrzymanych wynikéw w publikacji P3, do dalszych analiz ekspresji
wyselekcjonowano cztery geny kandydujace: Lr46-Glu2, Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 oraz Lr46-
RLKS3. Sposrod genéw kandydujacych, najmniej zroznicowany profil ekspresji zaobserwowano
dla genu kandydujacego Lr46-Glu2. U czterech form mieszancowych pszenicy: Jutrzenka x
Glenlea, Itaka x Glenlea, Harenda x Glenlea i Merkawa x Glenlea, mozna zaobserwowac silny
wzrost ekspresji Lr46-Glu2 w 24 hpi, (Rycina 8). Poziom ekspresji Lr46-Glu2 znacznie
przekroczyl poziom wyjsciowy sprzed inokulacji. W poréwnaniu z genem kandydujacym Lr46-
Glu2, geny Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i Lr46-RLK3 wykazuja niska ekspresje w czasie, na
podobnych poziomach we wszystkich badanych formach mieszancowych (Rycina 8). W
przypadku genu Lr46-RLK2 poziomy ekspresji wahaja si¢ w czasie u wszystkich form
badanych, ostatecznie osiggajac nizsze wartosci niz przed inokulacja (Rycina 8). Co ciekawe,
geny te wykazywaly bardzo wysoka ekspresje poczatkowa (0 hpi) u Merkawa x Glenlea (Lr46-
RLK1, Lr46-RLK3) i Jutrzenka x Glenlea (Lr46-RLK1).

Analiza wariancji wykazala, ze gléwne zaleznos$ci migdzy forma mieszancowg i

punktem czasowym, a takze interakcja pomigdzy formg mieszancowg i punktem czasowym
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byly istotne dla profilu ekspresji wszystkich genéw badanych (P4). Z uwagi na fakt, ze kazdy
gen charakteryzuje si¢ innym bazowym poziomem ekspresji, analiz¢ wariancji przeprowadzono
dla kazdego genu osobno. Podjeto réwniez probe poréwnania profili ekspresji miedzy genami
za pomocg korelacji liniowej Pearsona (Rycina 9). W wyniku analizy korelacji mozna byto
zaobserwowac, ze pomi¢dzy Lr46-RLK1 i Lr46-RLK3 wystepuje najwyzsza korelacja dodatnia
(0,791, p < 0,001). W przeciwienstwie do powyzszego, nic ma prawie zadnej korelacji miedzy
Lr34 i Lr67 (0,018) (Rycina 9). Dwukierunkowa analiza wariancji (ANOVA) wskazuje, ze
glowny wptyw form mieszancowych byt istotny dla Lr34, Lr46-Glu2, Lr46-RLK1, Lr46-RLK3
I Lr67. Gtoéwny wptyw punktow czasowych byt istotny dla ekspresji wszystkich genow z
wyjatkiem Lr34. Glowny efekt interakcji forma mieszancowa X punkt czasowy byt istotny
statystycznie dla ekspresji trzech genow: Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i Lr46-RLK3 (P4).

Zgodnie z baza danych, tae-miR9780 jest komplementarny do dwoéch gendw
kandydujacych, Lr46-Glu2 (TraesCS1B02G454200.1) i Lr46-RLK2
(TraesCS1B02G454100.1). W stosunku do genu Lr46-Glu2, tae-miR9775 jest roéwniez
komplementarny. Niestety, ekspresja tae-miR9775 byla na bardzo niskim poziomie i nie
pozwolita na wiarygodng interpretacj¢. Ekspresja tae-miR9780 w wigkszosci badanych form
mieszancowych pszenicy byta na statym poziomie, zaréwno przed, jak i po inokulacji.
Analizujac komplementarng do tego genu czgsteczke tae-miR5384-3p, stwierdzono, ze jego
poziom ekspresji po inokulacji u czterech form wahat si¢, ostatecznie przyjmujac wartosci
nizsze lub réwne warto§ciom poczatkowym przed inokulacjg. Sposréod wszystkich
analizowanych mieszancow tylko Aura x Glenlea wykazata znaczacy wzrost ekspres;ji tae-
miR5384-3p w 48 hpi, w porownaniu do poziomu sprzed inokulacji. W przypadku pozostatych
form pszenicy odnotowano nizszg liczbe kopii tego miRNA w 48 hpi niz przed inokulacjg Pt
(P4). W kazde; formie hybrydowej (z wyjatkiem Harenda x Glenlea) zaobserwowano
najwyzszg ekspresje tea-miR9780 w 48 hpi. Natomiast tae-miR 164, ktory jest komplementarny
do genu kandydujacego Lr46-RLK3 (TraesCS1B02G454400.1) wykazywal zréznicowang
ekspresje przed i po inokulacji. W przypadku dwoch form mieszancowych: Jutrzenka x Glenlea
i Aura x Glenlea, zaobserwowano znaczacy wzrost ekspresji tae-miR164, w stosunku do
wartosci przed inokulacjg. W przypadku pozostatych form ekspresja tae-miR164 wahata sie,
ostatecznie osiggajac nizszg warto$¢ niz przed inokulacja (P4). W przypadku tego genu
kandydujacego nie stwierdzono rowniez istotnych korelacji miedzy jego ekspresja a ekspresja

tae-miR164 (P4).
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Rycina 8. Wykresy typu ,heatmap” przedstawiajgce ekspresje gendéw Lr34, Lr67 i czterech
wyselekcjonowanych genéw kandydujacych dla Lr46/Yr29 w tkankach lisci pod wptywem infekcji Pt.
Analiza ekspresji obejmowata formy mieszancowe pokolenia F1 (Harenda x Glenlea, Jutrzenka x
Glenlea, Aura x Glenlea, Itaka x Glenlea, Merkawa x Glenlea) w pieciu punktach czasowych (0, 6, 12,
24 i 48 hpi). Kolor czerwony oznacza nizszg znormalizowang ekspresje, a niebieski oznacza wyzsza

znormalizowana ekspresje.
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Rycina 9. Wykres typu ,.heatmap” prezentujacy wartosci wspotczynnikow korelacji liniowej Pearsona
migdzy obserwowanymi genami Lr34, Lr67 i wybranymi genami kandydujacymi dla Lr46/Yr29 na
podstawie warto$ci ich indywidualnych profili ekspresji. Poziomy istotnosci: * p < 0,05, ** p < 0,01,

***p < 0,001 (Spychata i in., 2024Db).
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7.7. Analiza ekspresji genow U form mieszancowych pszenicy pokolen
BC1FliF2

Wyniki ekspresji czterech genéw kandydujacych dla Lr46, prezentowanych w
Publikacji 4, pozwolity na wyselekcjonowanie Lr46-Glu2 jako genu o najwyzszej
ekspresji po inokulacji Pt. Dlatego tez, analiza ekspresji genéw u form mieszancowych
pszenicy pokolen BC1F1 i F2 obejmowala trzy geny badane: Lr34, Lr46-Glu2 i Lr67
(Rycina 10). W przypadku genu Lr34, podobnie jak w poprzednich latach,
charakteryzowat si¢ niska ekspresja we wszystkich punktach czasowych. Jednakze, mozna
zaobserwowaé wzrost ekspresji u wiekszosci badanych form mieszancowych, oprocz:
(Harenda x Glenlea) x Harenda, (Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka, ktére wykazaty niska
ekspresje we wszystkich punktach czasowych. Co ciekawe, u (Aura x Glenlea) x Aura
mozna zaobserwowac¢ poczatkowy wysoki poziom ekspresji w punkcie 0 hpi. Nastepnie
poziom ekspresji waha sie, jednak nie osiggajac poziomu wyzszego niz przed inokulacja
patogenem (Rycina 10). Co ciekawe, gen u obu form pokolenia F2, czyli Merkawa X
Glenlea oraz Itaka x Glenlea, zareagowat bardzo podobnie, osiagajac zblizone wartosci
ekspresji (Rycina 10).

Wyniki uzyskane w Publikacjach 3 14, zadecydowaty o wyborze genu kandydujacego
Lr46-Glu2 do dalszych badan, obejmujacych pokolenia F2 i BCF1. Gen kandydujacy
Lr46-Glu2 wykazal najwyzsza ekspresje u dwoch form pokolenia F2, czyli Merkawa x
Glenlea oraz Itaka x Glenlea, osiggajac najwyzsze wartosci w 6 hpi (Rycina 10). W
kolejnych punktach czasowych nastgpit spadek ekspresji, ale w przypadku formy
mieszancowej Itaka x Glenlea zaobserwowano ponowny wzrost poziomu ekspresji Lr46-
Glu2 w 48 hpi (Rycina 10). Podobny wzorzec ekspresji tego genu kandydujacego
zaobserwowano w poprzednich latach doswiadczen: u odmiany Glenlea (Rycina 6) oraz u
form mieszancowych pokolenia F1 (Rycina 8). Natomiast u dwoch form mieszancowych
BC1F1: (Harenda x Glenlea) X Harenda oraz (Jutrzenka % Glenlea) x Jutrzenka, profile
ekspresji genu byt bardzo zblizone - najwigkszy wzrost poziomu ekspresji Lr46-Glu2
nastgpit w 12 hpi (Rycina 10).

Analiza ekspresji Lr67 wykazata, ze reakcja na inokulacje byta bardzo zr6znicowana
pomiedzy badanymi formami mieszancowymi (Rycina 10). Najbardziej dynamiczny
wzorzec ekspresji zaobserwowano tylko u (Harenda X Glenlea) x Harenda, z
przejsciowym spadkiem ekspresji w 12 hpi. Ciekawy profil ekspresji tego genu mozna

zaobserwowac¢ takze u drugiej formy mieszancowej z pokolenia BC1F1, czyli (Aura x
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Glenlea) x Aura, gdzie obserwujemy wysoki poziom ekspresji jeszcze przed inokulacja (0
hpi). Nastepnie mozna zaobserwowac spadek ekspresji do 12 godzin po inokulacji i
dynamiczny wzrost ekspresji w 24 hpi (Rycina 10). Bardzo podobne wzorce ekspresji
mozna zaobserwowaé u form mieszancowych F1 (Rycina 8), z wyjatkiem Jutrzenka x
Glenlea.

Przeprowadzono réwniez analize statystyczng genow badanych, czyli Lr34, Lr46-
Glu2 oraz Lr67. Test Kotmogorowa-Smirnowa zostal wykorzystany do przetestowania
hipotezy zerowej, zgodnie z ktdrg zestaw znormalizowanych danych ekspresji dla
okreslonego genu 1 linii pochodzi z rozktadu normalnego. Test ten zostat zaliczony dla
wszystkich kombinacji form mieszancowych i genow z wyjatkiem Lr46-Glu2 u formy
mieszancowej Itaka x Glenlea (wartos¢ p = 0,02397) (Tabela 11, Tabela 12, Tabela 13).
Do oceny réwnosci wariancji zastosowano test Levene'a w wariancie Browna-Forsythe'a.
Wynik tego testu okazal si¢ pozytywny dla wszystkich badanych kombinacji form
mieszancowych 1 punktéw czasowych. W celu pordwnania $rednich wykonano
dwustronny test t-Studenta (Tabela 11, Tabela 12, Tabela 13).

Celem sprawdzenia 1 oceny stabilnosci gendw referencyjnych ARF oraz TUBp
przeprowadzono nastgpujace poroOwnanie, obejmujace wartos¢ progowa cyklu
przeprowadzonej reakcji RT-qPCR (cT) w kazdym punkcie czasowym po inokulacji vs.
warto$¢ cT przed inokulacjg. Test ten wykazat znaczny wzrost wartosci referencyjnych ¢T
w niektorych poréwnaniach, gtdwnie na poczatku przeprowadzonego eksperymentu lub w
srodkowych punktach czasowych, co mogto ostatecznie skutkowaé wzrostem obliczonej

znormalizowanej ekspresji badanych genow (Tabela 14).
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Tabela 11. Analiza statystyczna genu Lr34 dla pokolen BC1 i F2

Test

Test Test t-
Forma mieszancowa Czas T/0h Kolmpgorowa- Levene'a Studenta
Lr34 Smirnowa (Lr34) (Lr34)
(Lr34)
(Harenda x Glenlea) x Harenda 00h 0,55686
(Harenda x Glenlea) x Harenda 06h 1,48 0.3771 0,191489
(Harenda x Glenlea) x Harenda 12h 0,44 0.7633 0,015302
(Harenda x Glenlea) x Harenda 24h 1,17 0.2748 0,802742
(Harenda x Glenlea) x Harenda 48h 1,87 0.2334 0,214812
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 00h 0,34987
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 06h 1,88 0.4265 0,611788
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 12h 1,00 0.4896 0,974766
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 24h 0,47 0.8512 0,184849
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 48h 1,55 0.2837 0,425004
(Aura x Glenlea) x Aura 00h 0,21132
(Aura x Glenlea) x Aura 06h 0,50 0.8599 0,439384
(Aura x Glenlea) x Aura 12h 0,05 0.2739 0,101968
(Aura x Glenlea) x Aura 24h 0,48 0.5059 0,347336
(Aura x Glenlea) x Aura 48h 0,38 0.5083 0,268199
Itaka x Glenlea 00h 0,55071
Itaka x Glenlea 06h 2,07 0.4979 0,3082
Itaka x Glenlea 12h 1,13 0.7392 0,875531
Itaka x Glenlea 24h 3,40 0.5382 0,173593
Itaka x Glenlea 48h 2,96 0.3546 0,189872
Merkawa x Glenlea 00h 0,46751
Merkawa x Glenlea 06h 1,88 0.3998 0,416864
Merkawa x Glenlea 12h 1,28 0.7706 0,689807
Merkawa x Glenlea 24h 2,18 0.3758 0,458674
Merkawa x Glenlea 48h 2,39 0.601 0,289354
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Tabela 12. Analiza statystyczna genu Lr46-Glu2 dla pokolen BC1 i F2

T/0h Test Test ' Test t-
Forma mieszancowa Czas  Lr46- Kolm9g0r0wa- Levene'a  Studenta
Glu2 Smirnowa (Lr46- (Lr46-
(Lr46-Glu2) Glu2) Glu2)
(Harenda x Glenlea) x Harenda 00h 0,93508
(Harenda x Glenlea) x Harenda 06h 1,63 0.8474 0,297761
(Harenda x Glenlea) x Harenda 12h 1,36 0.9288 0,458419
(Harenda x Glenlea) x Harenda 24h 0,80 0.5644 0,61417
(Harenda x Glenlea) x Harenda 48h 0,64 0.803 0,432481
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 00h 0,21316
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 06h 1,13 0.586 0,902172
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 12h 2,65 0.7879 0,320085
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 24h 0,30 0.4264 0,503999
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 48h 0,64 0.5387 0,732779
(Aura x Glenlea) x Aura 00h 0,50442
(Aura x Glenlea) x Aura 06h 0,69 0.3215 0,715965
(Aura x Glenlea) x Aura 12h 0,20 0.3304 0,369011
(Aura x Glenlea) x Aura 24h 0,49 0.5321 0,578119
(Aura x Glenlea) x Aura 48h 0,52 0.4694 0,590078
Itaka x Glenlea 00h 0,02397
Itaka x Glenlea 06h 6,60 0.1697 0,037973
Itaka x Glenlea 12h 1,25 0.9937 0,561017
Itaka x Glenlea 24h 1,28 0.8027 0,471528
Itaka x Glenlea 48h 4,31 0.4152 0,322773
Merkawa x Glenlea 00h 0,13609
Merkawa x Glenlea 06h 2,80 0.9563 0,207233
Merkawa x Glenlea 12h 0,56 0.4129 0,630403
Merkawa x Glenlea 24h 0,41 0.5188 0,534022
Merkawa x Glenlea 48h 0,57 0.5434 0,65097
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Tabela 13. Analiza statystyczna genu Lr67 dla pokolen BC1 i F2

Test

T/0h Kolmogorowa- Test Testt-

Forma mieszancowa Czas Lr67 Smirnowa LEeI\_/(reg;:)'a S’Ellicrjg%ta
(Lr67)
(Harenda x Glenlea) x Harenda 00h 0,81493
(Harenda x Glenlea) x Harenda 06h 1,50 0.3403 0,403446
(Harenda x Glenlea) x Harenda 12h 0,35 0.8376 0,010626
(Harenda x Glenlea) x Harenda 24h 1,99 0.3032 0,063052
(Harenda x Glenlea) x Harenda 48h 2,20 0.62 0,006616
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 00h 0,64007
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 06h 1,24 0.7158 0,75961
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 12h 0,73 0.9928 0,690573
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 24h 0,60 0.5537 0,462844
(Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka 48h 0,86 0.9565 0,832584
(Aura x Glenlea) x Aura 00h 0,40764
(Aura x Glenlea) x Aura 06h 0,48 0.7212 0,32484
(Aura x Glenlea) x Aura 12h 0,05 0.185 0,063295
(Aura x Glenlea) x Aura 24h 0,90 0.5274 0,826662
(Aura x Glenlea) x Aura 48h 0,34 0.3603 0,173121
Itaka x Glenlea 00h 0,52279
Itaka x Glenlea 06h 1,02 0.4934 0,968964
Itaka x Glenlea 12h 0,08 0.1742 0,140844
Itaka x Glenlea 24h 0,74 0.6585 0,686948
Itaka x Glenlea 48h 0,99 0.99 0,987796
Merkawa x Glenlea 00h 0,2408
Merkawa x Glenlea 06h 1,21 0.9603 0,823572
Merkawa x Glenlea 12h 0,44 0.3915 0,442485
Merkawa x Glenlea 24h 0,35 0.5096 0,397643
Merkawa x Glenlea 48h 0,31 0.4033 0,357508
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Rycina 10. Wykresy typu ,heatmap” przedstawiajace ekspresje genow Lr34, Lr67 i
wyselekcjonowanego genu kandydujacego Lr46-Glu2 w tkankach lisci pod wpltywem infekcji Pt.
Analiza ekspresji obejmowata formy mieszancowe pokolen BC1F1 i F2, w pigciu punktach czasowych
(0, 6, 12, 24 i 48 hpi). Kolor czerwony oznacza nizszg znormalizowang ekspresjg¢, a niebieski oznacza

wyzsza znormalizowang ekspresje.
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Tabela 14. Analiza statystyczna genoéw referencyjnych dla pokolen BC1 i F2

Test Test Test t- Cqg T- Test Test Test t- Testt-
L, Cq_T-Cg-00h Cq_T/Cq_0 Kolmogorowa- . 9 Cq_T/Cq_ 0 Kolmogorowa- . Studenta
Forma mieszancowa  Czas . Levene'a Studenta | Cg-00h . Levene'a Studenta :
ARF Oh ARF Smirnowa (ARF) (ARF) TUBS 00h TUBS Smirnowa (TUB) (TUB) (ARFi
(ARF) (TUBR) TUBR)
(Harenda x Glenlea) 0,82206 0,92933
x Harenda
E(HHa;?Z‘:zax Glenlea) o1 2437 1,10017816 02835  0,004629 | 0,043  1,00160059 04271  0,984892 | 0,245834
E(HHa;iZ‘:Zax Glenlea) —, 1,397 1,05742086 09424 0079174 | -0713  0,97365181 02794  0,15059 | 0,492119
E(HHa;izgzax Glenlea) 3,283 1,13498698 03808  0,036138 | 1,653  1,0610687 06103  0,111766 | 0,055094
(Harenda x Glenlea)
% Hond 48h 1,527 1,06276552 0439 0463383 | -0330  0,98781088 04582  0,801447 | 0,725251
(Jutrzenka x Glenlea) 00h 0,88381 0,80447
X Jutrzenka
(Jutrzenka x Glenlea) 0 3,093 1,12977206 08944  0,004665 | 3,063 111453141 07962  0,033458 | 0,013233
x Jutrzenka
(Jutrzenka x Glenlea) ., 2817 1,11816529 09386  0,004095 | 0,303  1,01134098 04006  0,734829 | 0,044479
x Jutrzenka
(Jutrzenka x Glenlea) 0,910 1,03817648 04934  0,301147 | -0263  0,99015454 04285  0,794314 | 0,621757
x Jutrzenka
Sjﬂﬁ‘;gﬁax Glenlea) g 3,087 1,16724934 07847  0,003213 | 2,633  1,09845464 05219  0,037289 | 0,0089
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(Aura x Glenlea) x

Aura 00h 0,76827 0,86028

f;ij“r;a X Glenlea) x 06h 1,903 1,07770822 0.6594  0,248269 | 0483  1,01813634 0.3482  0,827636 | 0,524573
'(Q“r;a X Glenlea) x 12h 2,017 1,08233533 04469 0065814 | 0590  1,02213884 09142  0,17851 | 0,086923
'(Q“r;a X Glenlea) x 24h 3,437 1,14031029 04888 0014027 | 1,873  1,07029393 05454  0,035244 | 0,017643
'(A'i‘:’r;a X Glenlea) x 48h 3,847 1,15704954 04528  0,008856 | 1,703  1,06391495 0.7747  0,018233 | 0,010215
Itaka % Glenlea 00h 0,38573 0,7523

Itaka x Glenlea 06h 1,673 1,06716618 0504  0,191111 | -0,220  0,99178594 07971  0,73636 | 0,44449
Itaka x Glenlea 12h 3,287 1,131924 0464 0003295 | 2,360  1,0881145 0.1649  0,003569 | 0,003155
Itaka X Glenlea 24h 4,650 1,18664704 05443  0,001005 | 3,213  1,11997511 0.6297  0,002147 | 0,001386
Itaka x Glenlea 48h 3,027 1,12148782 0.872  0,00975 | -0,080  0,99701307 0.469 0,9485 | 0,132135
Merkawa x Glenlea ~ 00h 0,9393 0,60001

Merkawa x Glenlea ~ 06h 1,517 1,06293223 02707 031308 | 0,167  1,00626174 0.8626  0,874271 | 0,512911
Merkawa x Glenlea ~ 12h 4,077 1,16915629 0.8964  0,002154 | 1,847  1,06938009 0.9006  0,112308 | 0,016934
Merkawa x Glenlea ~ 24h 2,883 1,11964039 0569  0,025918 | 0,483  1,01815905 0.8898  0,59208 | 0,049843
Merkawa x Glenlea ~ 48h 3,030 1,12572614 05345  0,015328 | 1,007  1,03782091 0.6166  0,269548 | 0,052514
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7.8. Analiza ekspresji miRNA form mieszancowych pszenicy pokolen
BC1FliF2

Wykorzystanie metody stem-loop RT-PCR oraz analizy ekspresji metodg ddPCR
przeprowadzono analize ekspresji czasteczek miRNA wybranych z baz danych jako
komplementarnych do Lr34 i genu kandydujacego Lr46-Glu2 (Rycina 11, Rycina 12).
Poréwnano otrzymane wyniki ekspresji wybranych genow z odpowiednimi warto$ciami dla
komplementarnych do nich czasteczek miRNA. Analiza ekspresji miRNA przy uzyciu ddPCR
potwierdzita potencjalng role tae-miR9653b hamowania ekspresji genu docelowego, w tym
przypadku Lr34. Ostatecznie, pomigdzy 24 a 48 hpi, gdy obserwuje si¢ wzrost ekspresji genu
Lr34, poziom tae-miR9653b spada. Taka tendencje zaobserwowano u form mieszancowych
pokolenia F2: Itaka x Glenlea oraz Merkawa x Glenlea. Co ciekawe, gen Lr34 zidentyfikowany
u Merkawa x Glenlea wystgpowat w formie homozygotycznej (Tabela 9). Najwyzszg ekspresje
czasteczek tae-miR9653b zaobserwowano u form mieszancowych pokolenia BCF1: (Aura x
Glenlea) x Aura, Merkawa X Glenlea, (Jutrzenka % Glenlea) % Jutrzenka w 6, 24 1 48 hpi —
odpowiednio (Rycina 11).

Zgodnie z baza danych tae-miR9780 jest komplementarny do dwoch genow
kandydujacych, Lr46-Glu2 (TraesCS1B02G454200.1) i Lr46-RLK2
(TraesCS1B02G454100.1). W genie Lr46-Glu2 analizowalismy ekspresje dwoch miRNA: tae-
miR9780 i tae-miR5384-3p. Ekspresja tae-miR9780 u wigkszosci badanych mieszancow
pszenicy byla na stalym poziomie, zaréwno przed, jak 1 po inokulacji. Analizujac
komplementarny do tego genu gen tae-miR5384-3p, stwierdzono, ze jego poziom ekspresji po
inokulacji u czterech form mieszancowych wahat si¢, ostatecznie przyjmujgc warto$ci nizsze
lub réwne wartosciom poczatkowym przed inokulacjg. W zwigzku z tym moze to sugerowac,
ze tae-miR5384-3p nie represjonowat specyficznie genu Lr46-Glu2, poniewaz ekspresja genu
wzrosta po inokulacji. Najwyzsza ekspresje czasteczek tae-miR5338-3p zaobserwowano
rowniez u form mieszancowych pokolenia BCF1: (Harenda % Glenlea) x Harenda, (Jutrzenka

x Glenlea) x Jutrzenka oraz (Aura x Glenlea) x Aura, w 24 hpi i 48 hpi (Rycina 12).
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Rycina 11. Analiza ekspresji komplementarnego tae-miR9653b w poréwnaniu do wzorcéw ekspresji
genu Lr34 podczas infekcji wywotanej Pt. Liczby 6, 12, 24 i 48 oznaczaja godziny po inokulacji (hpi).
Wykresy pokazujg wzgledne warto$ci ekspresji w porownaniu do punktu czasowego 0 hpi.

Przedstawione dane dotyczace ekspresji uzyskano ze $redniej z trzech powtorzen biologicznych.
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Rycina 12. Analiza ekspresji komplementarnych tae-miR9780 i tae-miR5384-3p w poréwnaniu do
wzorcow ekspresji genu Lr46-Glu2 podczas infekcji wywotanej Pt. Liczby 6, 12, 24 i 48 oznaczaja
godziny po inokulacji (hpi). Wykresy pokazuja wzgledne warto$ci ekspresji w porownaniu do punktu
czasowego 0 hpi. Przedstawione dane dotyczace ekspresji uzyskano ze Sredniej z trzech powtorzen

biologicznych.
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8. Dyskusja

Z przegladu literatury, opisujacego postep naukowy w badaniach mechanizméow
odporno$ciowych pszenicy w odpowiedzi na porazenie rdzg brunatng, wynika, iz dalsze
poszukiwania zroznicowanej i trwatej odpornosci powinny wykorzystywaé zaawansowane
narzgdzia 1 techniki genomowe (Prasad i in., 2020). Doktadne rozumienie molekularnych
podstaw odpowiedzi obronnej roslin pozwoli na opracowanie nowych strategii hodowli
odporno$ciowej. W niniejszej pracy doktorskiej, dobrze opisane w literaturze geny jak Lr34 i
Lr67, wykazywaly roznice w profilach ekspresji migdzy odmianami. Genetyczna regulacja
ekspresji jest jednym z czynnikéw determinujacych podatnosé lub odpornos¢ rosliny. Niemniej
jednak nalezy zauwazy¢, ze bialka takie jak transportery ABC, moga by¢ regulowane przez
wiele szlakow sygnatowych i reagowaé w roézny sposob na rézne patogeny (Campbell i in.,
2003). Wptyw kombinacji genéw odpornosci, obecnos¢ niezidentyfikowanych genow i rézne
poziomy ich ekspresji, w potaczeniu z innymi czynnikami biotycznymi i abiotycznymi, moga
powodowac rézne reakcje odmian na porazenie P. triticina.

W prezentowanej rozprawie doktorskiej analizowano ekspresje gendow odpornosci na
rdz¢ brunatng typu APR (Lr34, Lr67 i genow kandydujacych Lr46). Publikacja 2 przedstawia
wyniki analiz ekspresji genu Lr34 po inokulacji grzybem Pt u czterech odmian pszenicy
zwyczajnej jarej i jednej odmiany ozimej, w pieciu punktach czasowych (0, 6, 12, 24 i 48 hpi).
Wszystkie odmiany z wyjatkiem Glenlea wykazaty spadek poziomu ekspresji Lr34 natychmiast
po inokulacji (6 hpi). Odmiana Glenlea réwniez zareagowala w ten sam sposéb, ale z
niewielkim opdznieniem (12 hpi). W tym samym czasie w odmianach Artigas i NP486
zaobserwowano dalszy spadek ekspresji genu Lr34. Badane odmiany wykazaly znaczace
roéznice w poziomie ekspresji genu Lr34 w 48 hpi: u Glenlea i Artigas osiagneta ona
maksymalne warto$ci, podczas gdy u pozostatych odmian osiggnela minimum.
Zaobserwowane roznice w profilach ekspresji nie wynikaly z roéznic w fenologii ro$lin
(odmiany jare vs. odmiana ozima). Nalezy zauwazy¢, ze gen Lr34 ulega ekspresji na
stosunkowo niskim poziomie niezaleznie od inokulacji, podczas gdy po inokulacji nastgpuje
szybki spadek ekspresji (61 12 hpi). W przypadku dwoch odmian spadek ten byt przej$ciowy.
W odmianach Glenlea, Lerma Rojo i NP846 spadek ekspresji genu Lr34 byt statystycznie
istotny (p =0,013-0,048) (P2).

W prezentowanym cyklu badan przedstawiono roéwniez wyniki analiz ekspresji Lr34
I Lr67 u form mieszancowych pszenicy, uzyskanych w wyniku krzyzowania

wyselekcjonowanej odmiany Glenlea oraz polskich, wysokoplonujagcych odmian pszenicy.
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Uzyskane formy mieszancowe obejmowaly pokolenia F1 (P4), F2 oraz BC1F1. Podobnie jak
w poprzedniej publikacji (P2), geny odpornosci Lr34 i Lr67 wykazywaly zréznicowang
ekspresje w wybranych punktach czasowych. Gen Lr34 wykazywatl stosunkowo niska
ekspresje po inokulacji roslin przez Pt. Jednak w poréwnaniu z wynikami opisanymi W
poprzedniej pracy, podobienstwo w profilu ekspresji Lr34 w formie donorowej Glenlea mozna
zaobserwowa¢ w badanych formach mieszancowych F1, gdzie najwyzsza ekspresje
obserwowano w 24 i 48 hpi (P4). W pokoleniu BC1F1 mozna zaobserwowac wzrost ekspresji
genu Lr34 u wigkszosci badanych form mieszancowych, oprocz: (Harenda x Glenlea) x
Harenda, (Jutrzenka x Glenlea) % Jutrzenka, ktoére wykazaty niska ekspresje we wszystkich
punktach czasowych. Co ciekawe, w formie mieszancowej (Aura x Glenlea) X Aura mozna
zaobserwowaé poczatkowy wysoki poziom ekspresji w punkcie O hpi. Nastepnie poziom
ekspresji waha si¢, jednak nie osiggajac poziomu wyzszego niz przed inokulacja patogenem
(Rycina 10). Co ciekawe, gen u obu form pokolenia F2, czyli Merkawa x Glenlea oraz Itaka
Glenlea, zareagowat bardzo podobnie, osiggajac zblizone wartosci ekspresji (Rycina 10).
Z kolei ekspresja Lr67 wykazata, ze reakcja na inokulacje byta ponownie bardzo zr6znicowana
pomiedzy badanymi formami mieszancowymi F2 1 BCIF1 (Rycina 10). Najbardziej
dynamiczny wzorzec ekspresji zaobserwowano tylko u (Harenda x Glenlea) x Harenda, z
przejsciowym spadkiem ekspresji w 12 hpi. Ciekawy profil ekspresji tego genu mozna
zaobserwowac takze u drugiej formy mieszancowej z pokolenia BC1F1, czyli (Aura x Glenlea)
X Aura, gdzie zaobserwowano wysoki poziom ekspresji jeszcze przed inokulacjg (0 hpi),
nastegpnie spadek ekspresji do 12 godzin po inokulacji i dynamiczny wzrost ekspresji w 24 hpi
(Rycina 10). Bardzo podobne wzorce ekspresji mozna zaobserwowac u form mieszancowych
F1 (P4), z wyjatkiem Jutrzenka x Glenlea.

Zgodnie z literaturg, geny Lr34 i Lr67 wykazujg kilka podobienstw, poniewaz
warunkuja odporno$¢ na wiele choréob w sposéb niespecyficzny dla rasy 1 odpowiadajg za
kodowanie transporteréw komoérkowych. Gen Lr34 odgrywa kluczowa role w hodowli
pszenicy pod katem odpornosci na choroby, w duzej mierze dlatego, ze oddziatuje z innymi
genami odpornosci, co daje skuteczng i trwalg odpornoscig (McCallum i Hiebert, 2022). Celem
badania prezentowanego przez MacCallum i Hiebert (2022) byto ustalenie, czy gen Lr67
oddziatuje rowniez z innymi genami odpornosci w podobny sposob jak Lr34. W tym celu
opracowano sze$¢ réznych linii podwojonych haploidow, ktore charakteryzowaly sie
obecno$cig genu Lr67 lub Lr34 wraz z drugim genem odporno$ci: Lrl3, Lrl6 lub Lr32.
Obecnos¢ gendw Lr67 i Lr34 znaczaco zmniejszyta poziom nasilenia rdzy brunatnej, a gen

Lr34, w przeciwienstwie do Lr67, wykazat znaczacg interakcj¢ z Lr13. Oba geny wspoldziataty
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z Lrl6, a Lr67 mial znaczaca interakcje z genem Lr32. Analiza ta pokazuje podobny wptyw
genu Lr67, jak w przypadku Lr34, na interakcje z innymi genami w celu uzyskania lepszego
poziomu odpornosci niz w przypadku pojedynczych genéw. Naukowcy sugeruja, ze chociaz
Lr67 nie jest szeroko stosowany w rolnictwie, moze odgrywaé wazng rol¢ w odpornosci na
choroby (McCallum i Hiebert, 2022). Pomimo wprowadzenia genu Lr67 do wielu odmianach
pszenicy utworzonych przez CIMMYT od lat pie¢dziesigtych XX wieku (Huerta-Espino i in.,
2020) do tej pory nie wystepuje w kanadyjskich odmianach pszenicy. Badacze podkreslaja, iz
wykorzystanie potencjalu genu Lr67 w krajach wystepowania rdzy brunatnej mogloby
poprawi¢ odporno$¢ przysztych odmian pszenicy (McCallum i Hiebert, 2022). W jednej z
najnowszych prac naukowych zesp6t (Milne i in., 2019) wprowadzili transgen Lr67 do
genotypow jeczmienia, a nastepnie przeprowadzili analize jego ekspresji za pomoca RT-gPCR,
w celu przeanalizowania odpowiedzi odpornosciowej siewek i dorostych roslin na infekcje
patogenem P. hordei. Zaobserwowano podwyzszenie ekspresji genu Lr67res u siewek na P.
hordei. po 24 godzinach od inokulacji. Co wigcej, rosliny posiadajace Lr67res
charakteryzowaly si¢ wyzszg ekspresja genéw zwigzanych z patogenezg (PR). W punkcie
czasowym 72 hpi ekspresja Lr67res powrdcita do poziomu podstawowego, a linie kontrolne
nie wykazywaty indukcji ekspresji (Milne i in., 2019).

W pracy Bolton i inni (2008) réwniez przeanalizowano ekspresj¢ genu Lr34 w
odpowiedzi na infekcje pszenicy przez Pt. Na podstawie wynikow autorzy potwierdzili, ze gen
Lr34 spowalnia rozwdj choroby, ale nie zatrzymuje catkowicie wzrostu patogenu (tzw. efekt
slow rust). Jego fenotyp odpornosci przypomina podstawowa odpornos¢ roslin wynikajaca z
rozpoznawania ogolnego elicytora grzybowego lub wzorcow molekularnych zwigzanych z
patogenem (PAMP). Badacze pobrali fragmenty tkanki liSciowej w dwodch punktach
czasowych: 3 i 7 dpi (ang. days post inoculation, dni po inokulacji). Powyzsze badanie zostato
przeprowadzone na liniach pszenicy zawierajacych gen Lr34res, ktore wykazaty indukcje kilku
genéw PR (zwigzanych z patogenezg). Fragmenty lisSci odmiany TcLr34 (Thacher+Lr34)
pobrano w 3 dpi i stwierdzono znaczny wzrost ekspresji PR-1, PR-2 i PR-3 po infekcji. Ta
odpowiedz na poziomie metabolicznym ros$liny nie zostala juz zaobserwowana w 7 dpi; moze
to wyjasnia¢, dlaczego gen Lr34 charakteryzuje si¢ spowalnianiem patogenu, a nie catkowitym
zahamowaniem rozwoju choroby. Badania naukowcow wskazuja, ze odporno$¢ indukowana
genem Lr34 poteguje zapotrzebowanie na energi¢, co prowadzi do indukcji wielu reakcji
metabolicznych w celu zaspokojenia potrzeb energetycznych komorek. W literaturze kwas
abscysynowy (ABA) zostal zaproponowany jako fitohormon przyczyniajacy sie do odpornosci

na choroby za posrednictwem Lr34res (Krattinger i in., 2019). Inne dane literaturowe
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potwierdzajg, ze ekspresja Lr34 w transgenicznym jeczmieniu zapewnia odporno$¢é na rdze
brunatng i prowadzi do akumulacji ABA w wierzchotkach lisci, w razultacie powoduja rozwoj
nekrozy wierzcholka liscia (ang. leaf tip necrosis, LTN) (Braunlich i in., 2021; Risk i in., 2013).
W zwigzku z tym nalezy oczekiwac, ze wzrost ekspresji genu Lr34 po infekcji jest
mechanizmem odpowiedzi obronnej.

W swojej pracy Cobo i inni (2019) podkreslili potrzebe zbadania ekspresji genow
kandydujacych dla Lr46/Yr29 u r6znych genotypow, przed i po inokulacji patogenem Pt w celu
ustalenia, czy istniejg roznice w poziomach ich ekspresji. Wspomniane geny kandydujace
wystepuja w locus QYr.ucw-1BL w chromosomie 1BL, ktory byt porownywalny z obecnymi
mapami genetycznymi opisujacymi wystepowanie genu odpornosci Yr29 (znanego rowniez
jako Lr46). Wyniki sugeruja, ze QTL (QYr.ucw-1BL) i Lr46/Yr29 mapujg ten sam gen nadajacy
podobne reakcje odpornosciowe. W rezultacie Cobo i inni (2019) zidentyfikowali 13 genéw
kandydujacych dla Lr46/Yr29. Trzy z proponowanych gendéw zostaly odrzucone
(TraesCS1B02G454300, TraesCS1B02G454700 oraz TraesCS1B02G454900). Pierwszy
wymieniony gen kandydujacy zostat okre§lony jako element transpozycyjny, a pozostate dwa
geny zostaly opisane jako pseudogeny i nie ulegajg ekspresji (Cobo i in., 2019).

W prezentowanej dysertacji podjetam probe analizy poziomow ekspresji dziesigciu
sposrod trzynastu gendow kandydujacych dla locus Lr46, wybranych na podstawie wynikoéw
pracy Cobo i inni (2019). W Publikacji 3 analiza ekspresji obejmowala nastepujace geny
kandydujace: TraesCS1B02G453900.1 (Lr46-Glul), TraesCS1B02G454200.1 (Lr46-Glu2),
TraesCS1B02G454500.1 (Lr46-Glu3), TraesCS1B02G454000.2 (Lr46-RLK1),
TraesCS1B02G454100.1 (Lr46-RLK2), TraesCS1B02G454400.1 (Lr46-RLK3),
TraesCS1B02G454600.1 (Lr46-RLK4), TraesCS1B02G453700.1 (Lr46-Snex),
TraesCS1B02G454800.2 (Lr46-STr) oraz TraesCS1B02G455000.1. (Lr46-WRKY). Trzy geny
zostaly zidentyfikowane jako GLUCAN ENDO-1,3-BETA-GLUCOSIDASES (Lr46-Glul,
Lr46-Glu2 i Lr46-Glu3) (Cobo et al. 2019). Geny Glu te wystepuja w wielu gatunkach roslin
nasiennych i sa zaangazowane w obrong¢ roslin przed patogenami, a ich ekspresja jest
aktywowana podczas infekcji powodowanych przez patogeny grzybowe, bakteryjne lub
wirusowe (Cobo i in. 2019; Kebede i Kebede 2021). W przypadku badanego genu
kandydujacego Lr46-Glul ekspresja roznita si¢ znacznie migdzy analizowanymi odmianami
pszenicy, a takze pomiedzy samymi punktami czasowymi, dlatego nie zaobserwowano
wspolnego wzorca ekspresji dla badanych odmian pszenicy (Rycina 6). W przypadku genu
kandydujacego Lr46-Glu2, spadek poziomu ekspresji tego genu zaobserwowano natychmiast

po inokulacji (6 hpi) dla wszystkich odmian, z wyjatkiem odmiany Glenlea. W punkcie
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czasowym 12 hpi zaobserwowano dalszy spadek poziomu ekspresji Lr46-Glu2 dla wszystkich
odpornych odmian (Rycina 6). Natomiast, poziom ekspresji genu Lr46-Glu2 znacznie
przekroczyl poziom wyjsciowy (0 hpi). W 48 godzinach po inokulacji poziom ekspresji Lr46-
Glu2 spadt u wszystkich badanych odmian pszenicy, ale nadal przekraczat poziom wyjsciowy
u odmian Artigas, Glenlea, Lerma Rojo i TX89D6435 (Rycina 3). Z kolei gen kandydujacy
Lr46-Glu3 wykazal bardzo niski poziom ekspresji zarowno przed, jak i po inokulacji
zarodnikami Pt (Rycina 6).

Zgodnie z danymi literaturowymi, endo-B-1,3-glukozydazy naleza do enzymoéw
hydrolitycznych wérdod biatek zwigzanych z patogenezg (biatka PR), ktore wystepuja u wielu
gatunkow roslin po zakazeniu réznymi rodzajami patogenow (Cheong i in., 2000; Doxey i in.,
2007). Pojedynczy gatunek ro$liny moze mie¢ rézne homologi genow 1,3-B-glukozydaz,
waznych dla hamowania wzrostu patogennych grzybow poprzez rozklad ich $cian
komorkowych, ktore zawieraja B-glukany. W literaturze opisywano, ze endo-1,3-B-
glukozydaza glukanowa ulega ekspresji wraz z chitynazami po infekcji powodowanej przez
grzyby. Indukcja tych dwoch enzyméw hydrolitycznych zostata opisana u wielu gatunkoéw
ro$lin, w tym grochu, fasoli, pomidora, tytoniu, kukurydzy, soi, ziemniaka i pszenicy (Confortin
i in., 2019; Kebede i Kebede, 2021). W szczegdlnosci zaobserwowano wzrost poziomu 1,3-3-
glukozydazy podczas stresu suszy (Bernardo, 2021).

W badaniu opisanym w Publikacji 3, cztery z dziesigeciu genow kandydujacych to
geny RLK (Lr46-RLK1, Lr46-RLK2, Lr46-RLK3 i Lr46-RLK4) i kodujg biatka wazne dla
rozpoznawania sygnatow zewnatrzkomorkowych i inicjowania wewnatrzkomorkowych kaskad
sygnalizacyjnych w reakcji na te bodzce (Chen i in., 2017a). Ekspresja genow Lr46-RLK1 i
Lr46-RLK2 charakteryzowata si¢ wzrostem ekspresji w 6 hpi, a nast¢pnie wystgpit spadek i
ponowny wzrost w 24 hpi. Najwyzsze poziomy ekspresji tych genow w zaobserwowano w
odmianach NP846 (6 hpi i 24 hpi) oraz Glenlea (6 hpi). W przypadku Lr46-RLK3 najwyzszy
wzrost ekspresji po inokulacji zaobserwowano w 24 hpi w odmianach TX89D6435 i NP946;
natomiast w odmianie Glenlea w 6 hpi i 24 hpi. Jednakze, ekspresja tego genu byta na
stosunkowo niskim poziomie (Rycina 6). Co istotne, podatna odmiana Artigas* konsekwentnie
wykazywata nizsze poziomy ekspresji badanych genéw RLK (z wyjatkiem Lr46-RLK4), w
porownaniu do odmian odpornych, co wskazuje na jej odmienny profil ekspresji genow pod
wplywem stresu Pt (P3).

U roslin wyr6znia si¢ wiele rodzin genow RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE
(RLK). Geny te koduja biatka blonowe, zlokalizowane w zewnatrzkomorkowej domenie

ros§linnych sieci receptorowych i sa zaangazowane zarowno w biotyczne, jak i abiotyczne
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reakcje na stres. Pozakomorkowa domena wigzaca ligand, domena transmembranowa i
wewnatrzkomorkowa domena kinazy biatkowej sa typowymi sktadnikami RLK. Domena
zewnatrzkomorkowa, ktora jest specyficzna dla poszczegdlnych RLK, wigze okreslony ligand
I pozwala RLK reagowac na rozne rodzaje sygnatow. Wsrod RLK wyrdznia si¢ takie warianty,
jak kinazy bogate w leucyne, lektyny, motyw lizyny lub kinazy zwigzane ze §ciang komorkowsa
(Gu i in., 2020; Yan i in., 2023). RLK stanowig najwi¢ksza znang rodzing kinaz biatkowych,
ktore sg wazne w odpowiedzi roslin na infekcje patogenami. Gu i in. (2020) odkryli nowy gen
RLK bogaty w cysteing, TaCRK2, ktéry pozytywnie regulowat odpornos¢ na infekcje
wywolane przez Pt u pszenicy. Geny RLK obecne w locus Lr46/Yr29 koduja biatka z dwiema
domenami zewnatrzkomorkowymi, ktore sa charakterystyczne dla podgrupy CYSTEINE-
RICH RECEPTOR KINASES (Cobo i in. 2019). W literaturze zasugerowano, ze geny nalezace
do tej podgrupy moga by¢ zaangazowane w sygnalizacje redoks (Chen, 2001). W kolejnym
badaniu (Yadav i in., 2016) naukowcy analizowali zréznicowang ekspresj¢ genow pod
wplywem stresu Pt, ktora nastgpita w liniach pszenicy posiadajacych gen odpornosci Lr57.
Yadav wraz z zespotem (2016) wykazali, ze najwigkszg liczbe transkryptow ulegajacych
ekspresji wykryto w 12 hpi. Co ciekawe, wsrdd tych transkryptéw, bogate w cysteing RLK
ulegaly ekspres;ji tylko w 12 hpi, w genotypie pszenicy odpornej.

Rodzina WRKY reprezentuje inng grupe czynnikéw transkrypcyjnych waznych w
regulacji odpowiedzi ro$lin na czynniki stresowe. U Arabidospis, nadekspresja
WRKY63/ABO3 (Ren i in., 2010) oraz WRKY57 (Jiang i in., 2012) wptyneta na zwigkszong
tolerancje na stres suszy w sposob zalezny od ABA (kwas abscysynowy). Liczne dane
wskazuja, ze nadekspresja genéw kodujacych biatka nalezace do rodziny WRKY rowniez
zwigksza tolerancj¢ na susze u gatunkow roslin uprawnych (Khoso i in., 2022; Wang i in.,
2018). Wiele prac badawczych opisato rodzing genow WRKY u roslin uprawnych, w tym w
ryzu (Oryza sativa), kukurydzy (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor) i kapuscie (Brassica rapa)
(F. Chen i in., 2017; J. Jiang i in., 2017). W prezentowanej rozprawie doktorskiej gen WRKY
byt jednym z gendéw kandydujacych dla Lrd6 (P3). W przypadku genu Lr46-WRKY
zaobserwowano najwyzsze wartosci W odmianie Artigas* we wszystkich punktach czasowych,
z wyjatkiem 48 hpi, oraz w odmianie Glenlea w 24 hpi (Rycina 6). Jednak wyrazng tendencje
zaobserwowano dla genu Lr46-WRKY, gdzie zaobserwowano korelacje tylko z dwoma genami:
Lr46-Snex i Lr46-RLK4 (odpowiednio 0,703 1 0,702; p < 0,001) (Rycina 7).

Wsrod dziesigeiu analizowanych genow kandydujacych wyrdzniono réwniez gen

Lr46-STr. Jednkze, podczas prowadzenia analiz ekspresji genu Lr46-STr uzyskano wiele
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niespecyficznych produktéw PCR, co byto szczegdlnie widoczne na krzywej topnienia. W
zwigzku z powyzszym, zdecydowano si¢ odrzuci¢ z Lr46-STr z dalszych analiz (P3).

Na podstawie otrzymanych wynikéw w publikacji P3, do dalszych analiz ekspresji
wyselekcjonowano cztery nastepujace geny kandydujace: Lr46-Glu2, Lr46-RLK1, Lr46-RLK2
oraz Lr46-RLK3. Sposréd wyzej wymienionych genow kandydujacych, najmniej zréznicowany
profil ekspresji zaobserwowano dla Lr46-Glu2. W Publikacji 4 zaprezentowano wyniki
ekspresji tych gendéw kandydujacych u form mieszancowych pokolenia F1. W czterech
formach mieszancowych pszenicy: Jutrzenka x Glenlea, Itaka % Glenlea, Harenda x Glenlea 1
Merkawa x Glenlea, mozna zaobserwowac silny wzrost ekspresji genu Lr46-Glu2 w 24 hpi,
(Rycina 8). Poziom ekspresji Lr46-Glu2 znacznie przekroczyt poziom wyjsciowy sprzed
inokulacji. W porownaniu z genem kandydujacym Lr46-Glu2, geny Lr46-RLK1, Lr46-RLK2 i
Lr46-RLK3 wykazuja niska ekspresje w czasie, na podobnych poziomach we wszystkich
badanych formach mieszancowych (Rycina 8). W przypadku genu Lr46-RLK2 poziomy
ekspresji wahajg si¢ w czasie u wszystkich form badanych pokolenia F1, ostatecznie osiagajac
nizsze wartosci niz przed inokulacja (Rycina 8). Co cickawe, geny te wykazywaly bardzo
wysoka ekspresje poczatkowa (0 hpi) w dwoch formach mieszancowych: Merkawa x Glenlea
(Lr46-RLK1, Lr46-RLK3) i Jutrzenka x Glenlea (Lr46-RLK1). Analiza wariancji wykazata, ze
glowne zalezno$ci miedzy formg mieszancowa i punktem czasowym, a takze interakcja
pomiedzy formg mieszancowa 1 punktem czasowym byly istotne dla profilu ekspres;ji
wszystkich genéw badanych (P4). Powyzszy wyniki, uzyskane w Publikacjach 3 1 4,
zadecydowaty 0 wyborze genu kandydujacego Lr46-Glu2 do dalszych badan, obejmujacych
pokolenia F2 i BCF1. Gen kandydujacy Lr46-Glu2 wykazat najwyzsza ekspresje u dwoch form
pokolenia F2, czyli Merkawa x Glenlea oraz Itaka x Glenlea, osiggajac najwyzsze wartosci w
6 hpi (Rycina 10). W kolejnych punktach czasowych nastgpit spadek ekspresji, ale w przypadku
formy mieszancowej Itaka x Glenlea zaobserwowano ponowny wzrost poziomu ekspresji
Lr46-Glu2 w 48 hpi (Rycina 10). Podobny wzorzec ekspresji tego genu kandydujacego
zaobserwowano w poprzednich latach do§wiadczen: u odmiany Glenlea (Rycina 6) oraz u form
mieszancowych pokolenia F1 (Rycina 8). Natomiast u form mieszancowych BC1F1: (Harenda
x Glenlea) x Harenda oraz (Jutrzenka % Glenlea) x Jutrzenka, profil ekspresji genu byt bardzo
zblizony i najwigkszy wzrost poziomu ekspresji Lr46-Glu2 nastapit w 12 hpi (Rycina 10).

Warto podkresli¢, Zze przedstawione analizy ekspresji dotyczyty wzorcow ekspresji
gendéw w roznych odmianach pszenicy (P2, P3) oraz formach mieszancowych uzyskanych w
pokoleniach F1 (P4), F2 i BC1Fl, podczas gdy ich podloze genetyczne i specyficzne

mechanizmy odpornos$ci nie s3 dokladnie znane. Zbadanie historii ewolucyjnej tych odmian
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mogloby zapewni¢ kontekst do interpretacji obserwowanych wzorcow ekspresji badanych
gendéw odpornosci i gendw kandydujgcych. Przyszie badania powinny dotyczy¢ funkcjonalnej
walidacji wymienionych genéw kandydujacych, obejmujgcej migdzy innymi nokaut genowy i
analiz¢ nadekspresji. Ponadto, integracja danych transkryptomicznych, proteomicznych i
metabolomicznych moze zapewni¢ bardziej kompleksowe zrozumienie mechanizmow
molekularnych, lezacych u podstaw odpornosci na Pt. Takie podejscie wielo-omiczne
umozliwia identyfikacj¢ kluczowych S$ciezek i sieci regulacyjnych, zaangazowanych w
odpowiedz odpornosciowa roslin (Shah i in., 2018).

W ostatnim dziesigcioleciu nacisk na ulepszanie upraw przy uzyciu nowych narzedzi
i metod genetycznych zwrocit si¢ w kierunku identyfikacji i analizy funkcjonalnej czasteczek
mIiRNA, czyli jednego z wiodacych obszaréw badawczych w naukach o roslinach (Salgotra i
Zargar, 2020a). W prezentowanej pracy doktorskiej technike ddPCR wykorzystano do analizy
ekspresji czasteczek MIRNA: tae-miR9653b, tae-miR9773 i tae-miR9677b zwigzanych z
genem Lr34 oraz tae-miR5384-3p, tae-miR9780, tae-miR9775 i tae-miR164, zwigzanych z
badanymi genami kandydujacymi. W przypadku czasteczek miRNA komplementarnych do
genu docelowego Lr34, tylko w przypadku tae-miR9653b uzyskano wyniki pozwalajagce na
wiarygodne wnioskowanie. W prezentowanym cyklu badan, czasteczka tae-miR9653b
wykazywata profil ekspresji sugerujacy zaangazowanie w reakcj¢ na stres biotyczny wywotany
przez Pt (P1, P2, P4). W Publikacji 1 inokulacja odmian pszenicy zarodnikami Pt skutkowata
zmieniong ekspresjg tae-miR9653b w odmianach wykazujacych obecnos¢ allelu Lr34
determinujacego odpornos$¢. Poziom ekspresji tae-miR9653b réznil si¢ w zaleznosci od
odmiany i punktu czasowego. W 6 hpi nastapit niewielki wzrost poziomu ekspresji tae-
miR9653b zaobserwowany u wszystkich odmian referencyjnych pszenicy, z wyjatkiem
odmiany kontrolnej HN ROD. Wigkszo$¢ odmian wykazywata zwiekszong ekspresje tego
miRNA w 12, 24 1 48 godzinach po inokulacji. Najszybszg reakcj¢ tae-miR9653 na inokulacje
odnotowano u odmiany Myna'S' (P1).

Weczedniejsze badania wykazaly, iz wyzej opisane czasteczki miRNA moga by¢
zaangazowane w odpowiedz immunologiczng zaro6wno na stresy biotyczne, jak i abiotyczne.
W badaniu Li i wspotpracownikow (2017) zbadano ekspresje szeregu roznych miRNA, w tym
réwniez tae-miR9653b, po ekspozycji pszenicy na fenantren. Wykazano, ze po traktowaniu
roslin fenantrenem ekspresja badanego tae-miR9653b ulegta obnizeniu (Li i in., 2017). Z kolei
w badaniu dotyczgcym stresu suszy u pszenicy zwyczajnej (Bakhshi i in., 2017) autorzy
rozwazali rol¢ czasteczek miRNA w odpowiedzi na susze. Jednym z trzech miRNA thumionych

przez susz¢ w odmianie tolerancyjnej na susz¢ byl tae-miR9653 (w tym miR9653a i
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miR9653b). Natomiast w odmianie wrazliwej, ekspresja tae-miR9653b ulegta zwigkszeniu,
podczas gdy poziom ekspresji tae-miR9653a pozostawat niezmieniony Niestety, wiedza na
temat roli tae-miR9653b w odpowiedzi roslin na stresy biotyczne jest wcigz ograniczona,
aczkolwiek wykazano, ze tae-miR9653b pozytywnie reaguje na infekcje Fusarium
graminearum w liniach pszenicy zwyczajnej niosgcych locus odpornosci FHB w chromosomie
2DL (Bisellii in., 2018).

Czasteczka tae-miR5384-3p, ktorej ekspresja byla badana w prezentowanej pracy
doktorskiej, stwierdzono, ze jego poziom ekspresji po inokulacji u czterech form
mieszancowych wahat si¢, ostatecznie przyjmujac wartosci nizsze lub réwne warto$ciom
poczatkowym przed inokulacjg. W zwigzku z tym moze to sugerowac, ze tac-miR5384-3p nie
represjonowat specyficznie genu Lr46-Glu2 w badanych punktach czasowych, poniewaz
ekspresja genu wzrosta po inokulacji. Analizujac komplementarng do tego genu czasteczke tae-
miR5384-3p, stwierdzono, ze jego poziom ekspresji po inokulacji u czterech form
mieszancowych pokolenia F1 wahat si¢, ostatecznie przyjmujac wartoSci nizsze lub rowne
wartosciom poczatkowym przed inokulacja (P4). Sposrod wszystkich analizowanych
genotypow tylko u Aura x Glenlea wykazano znaczacy wzrost ekspresji tac-miR5384-3p w 48
hpi, w poréownaniu do pozioméw sprzed inokulacji. W przypadku pozostalych form
mieszancowych pokolenia F1 odnotowano nizszy poziom ekspresji tego miRNA w 48 hpi niz
przed inokulacja przez Pt. Z kolei u form mieszancowych pokolenia BCF1: (Harenda X
Glenlea) x Harenda, (Jutrzenka x Glenlea) x Jutrzenka oraz (Aura X Glenlea) x Aura,
zaobserwowano wzrost tae-miR5338-3p w 24 i 48 hpi. W doniesieniach literaturowych
okreslono, iz czasteczka tae-miR5384-3p moze hamowac szereg genow z podrodziny TaFAB2,
ktore sg zwigzane z tworzeniem nienasyconych kwasow thuszczowych, odgrywajacych rolg w
rozwoju roslin oraz w odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne (Hajiahmadi i in., 2020). W
innym badaniu czgsteczka tae-miR5384-3p wykazywata bardzo wysoki wzrost ekspresji po
traktowaniu siewek pszenicy zawiesing chitozanu (Zhang i in., 2018). Zmiennos¢ wzglednych
profili ekspresji jest powszechnie obserwowane w przypadku sekwencjonowania matych RNA
lub analizy ekspresji miRNA w r6znych warunkach stresu biotycznego i abiotycznego (Pandey
i in., 2014). Takie zjawisko moze odnosi¢ si¢ do zmieniajgcych si¢ mechanizméw obronnych
we wczesnych i pdznych etapach odpowiedzi roslin na stresy. Z kolei zespot Gidhi (2022)
przeprowadzil analiz¢ sekwencji ujawnita zaangazowanie tae-miR5384-3p (jak réwniez tae-
miR164 i tae-miR9679-5p) w celowanie w gen TaAFB6 (TraesCS5A02G281100), ktory koduje
biatko AUXIN SIGNALING F-BOX (AFB) (Gidhi i in., 2022). Sugerowato to mozliwos¢
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow typu TaAFB. Naukowcy przeanalizowali ekspresj¢
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wybranych genow AFB w odpowiedzi na inokulacj¢ zarodnikami Pt, pobierajac fragmenty
liSci pszenicy w szeSciu punktach czasowych (0, 12, 48, 120 i 168 hpi). Czes¢ analizowanych
genow AFB wykazywata najwyzszg ekspresje w 12 1 48 hpi, zarbwno w podatnych, jak i
odpornych liniach pszenicy. Wszystkie znane geny typu TaAFB sa zaangazowane w
aktywowany auksyng szlak sygnatowy, ktory prowadzi do procesu ubikwitynacji (Gidhi i in.,
2022).

Rodzina miR164 jest jedna z najbardziej konserwatywnych grup miRNA
wystepujacych u roélin (Feng i in., 2014). Czasteczka miR164 odgrywa wazng rolg w
odpowiedzi na stresy biotyczne; reguluje poziomy transkryptéw gendw, z ktdrymi si¢ wigze.
Przyktadowo, miR164 byl aktywowany u ryzu po inokulacji Magnaporthe oryzae (grzyb
wywolujacy zaraze ryzu) (Li i in., 2014). Inne badania wykazaty, ze miR164 wptywa takze na
ekspresj¢ specyficznych dla roslin czynnikéw transkrypcyjnych NAC (Chi i in., 2023; Fang i
in., 2014). Wigkszo$¢ czynnikow NAC odgrywa istotng role w regulacji rozwoju ro$lin i
odpowiedzi na stresy abiotyczne i biotyczne (Bazzini i in., 2007; Fang i in., 2014; Feng i in.,
2014). W innym do$wiadczeniu badacze sugerujg, ze miR164 reguluje gen TaMAPK4, ktory
nalezy do grupy wspomnianych w niniejszej rozprawie genow MAPK, zaangazowanych w
reakcj¢ obronng roslin. W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono badanie wptywu tae-
miR164 na gen kandydujacy Lr46-RLK3. U wigkszosci testowanych odmian i form
mieszancowych pszenicy (P3), gdy ekspresja genu kandydujacego wzrastata, tae-miR164
ulegat obnizeniu 1 odwrotnie: gdy ekspresja miRNA wzrastata, wartosSci ekspresji genu
kandydujacego ulegaly obnizeniu. Spadek ekspresji tae-miR164 moze by¢ zwiazany z
aktywacja mechanizmow odpornos$ciowych zaleznych od genéw Lr46-RLK3, obserwowanych
jako szybka odpowiedZ gendw na patogen .

Pomimo znacznego post¢pu w zrozumieniu molekularnych podstaw odpornosci na
rdz¢ brunatng, rola miRNA w modulowaniu ekspresji genéw zostala zbadana tylko dla kilku
glownych genow R, w tym: Lr24 i Lr28 (Jain i in., 2020; D. Kumar i in., 2014). W niektorych
z tych prac wykazano, ze miRNA odgrywaja wazng role jako negatywne regulatory poprzez
zahamowanie translacji lub degradacje docelowych mRNA gospodarza i/lub patogenu (Dutta i
in., 2019; Feng i in., 2014). Chociaz rola miRNA w odporno$ci na choroby (w tym odpornosci
na rdz¢ brunatng z udziatem genu Lr46) byta analizowana (Tomkowiak i in., 2020), niewiele
podobnych badan przeprowadzono dla genéow typu APR. Geny kandydujace powinny by¢
weryfikowane za pomocg takich metod, jak analiza ekspresji genéw (RT-gPCR), mapowanie
sprz¢zen i metody TILLING (ang. Targeting Induced Local Lesions In Genomes). W ostatnich

latach przeprowadzono wiele badan transkryptomicznych i badan z zakresu genomiki
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funkcjonalnej w celu zrozumienia mechanizmow stresu u réznych roslin uprawnych. Jednakze,
wiele naukowcow podkresla potrzebe kontynuacji badan z zastosowaniem nowoczesnych
technik genomowych (Shah i in., 2018). Warto podkresli¢, ze jedna czasteczka miRNA moze
wywiera¢ wplyw na wiele gendéw docelowych oraz, podobnie jak roslinne czynniki
transkrypcyjne, modulowac ich ekspresje. Badanie sieci regulacyjnych, obejmujacych migdzy
innymi czasteczki mMiRNA i ich geny docelowe, moze przyczynic¢ si¢ do odkrycia dodatkowych

szlakow odpowiedzi odpornos$ciowej pszenicy na Pt.
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9. Podsumowanie i wnioski

Badania podjete w ramach rozprawy doktorskiej miaty na celu analize profili ekspresji
gendéw Lr34, Lr67 oraz genow kandydujacych dla genu Lr46, po inokulacji zarodnikami
grzybow Pt. Sposrdd testowanych gendéw kandydujacych (Lr46-Glul, Lr46-Glu2, Lr46-Glu3,
Lr46-RLK1, Lr46-RLK2, Lr46-RLK3, Lr46-RLK4, Lr46-Snex i Lr46-WRKY), najwyzsze
poziomy ekspresji wystapity tylko u jednego genu kandydujacego (Lr46-Glu2), co sugeruje
jego potencjalng role w odpowiedzi odpornosciowej na infekcje powodowang przez Pt.
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan podkreslaja potrzebe zrozumienia
molekularnych podstaw interakeji roslina-patogen, co umozliwi opracowanie nowych strategii
odporno$ci na porazenie rdzg brunatng. Analiza funkcjonalna locus Lr46/Yr29 sg niezbedne do
okreslenia zmiennoSci allelicznej genu(ow) 1 ustalenia ich funkcji. Uzyskanie wigkszej ilosci
informacji 1 poznanie sekwencji genu, ktory nadaje odporno$¢ na rdz¢ brunatng, umozliwitoby
opracowanie bardziej specyficznych markerow molekularnych dla Lr46/Yr29, co utatwitoby

selekcje linii w hodowli odpornoéciowej pszenicy.

Ze wzgledu na endogenny charakter czgsteczek MiRNA, ich ekspresja jest regulowana
przez biatkowe czynniki transkrypcyjne 1 mechanizmy epigenetyczne. Czynniki
transkrypcyjne, zaangazowane w komorkowe szlaki sygnalowe odpowiedzialne za odpowiedz
na wptyw Srodowiska, moga rowniez modyfikowa¢ pule miRNA, a tym samym proteom.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze miR9653b moze by¢ zaangazowany w mechanizmy
odpornosci roslin na rdzg liSci powodowana przez Pt. Zgodnie z wykorzystang baza danych,
czasteczka tae-miR9653b jest zwigzana z odpornoscia na rdz¢ brunatng, nadawang przez gen

Lr34, a roznice w ekspresji indukowane przez inokulacj¢ Pt moga potwierdza¢ t¢ informacje.

Badania przeprowadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazujg na udziat
wybranych czasteczek miRNA w dynamicznym procesie reakcji odpornosciowej. Jednakze,
dalsze badania tych czasteczek i ich genéw docelowych umozliwig glgbsze zrozumienie sieci
regulacyjnej, w ktorej uczestnicza podczas procesu molekularnej odpowiedzi na stres

biotyczny, wywotany infekcja Pt.
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Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

10.

11.

Sposréd wszystkich analizowanych gendw w pracy P4, podobnie jak w publikacji P3,
najwyzszym poziomem ekspresji po porazeniu roslin przez Pt charakteryzowat si¢ gen
kandydujgcy Lr46-Glu2. Wskazuje to na jego potencjalng role w procesach
odporno$ciowych pszenicy. Przedstawione wyniki ekspresji tego genu stanowig wazna
podstawe do dalszych analiz funkcjonalnych tego genu.

W przypadku genu kandydujacego Lr46-Glu2 wzrost ekspresji nastgpit w 24 i 48 hpi,
zdecydowanie przekraczajgc poziom sprzed inokulacji (P3).

Podobienstwo w profilu ekspresji Lr34 w formie donorowej Glenlea zaobserwowano u
wigkszosci form mieszancowych, gdzie najwyzsza ekspresja genu Lr34 nastgpita w 24
i 48 hpi.

Poziom ekspresji genu Lr67 byt zréznicowany pomiedzy badanymi pokoleniami
pszenicy, wykazujac wysoki bazowy poziom ekspresji przed inokulacjg Pt (0 hpi).
Identyfikacja markerow molekularnych sprzezonych z allelami genéw odpornosci
(Lr34, Lrd6 oraz Lr67) i analiza ich ekspresji pozwolita na wybranie odmiany Glenlea
jako formy donorowej w krzyzowaniach z polskimi odmianami (P2 i P3).
Przeprowadzone sekwencjonowanie Sangera umozliwito scharakteryzowanie
uzyskanych amplikonow 1 potwierdzito specyficzno$¢ zaprojektowanych starterow.
Zaprojektowane startery do analiz RT-qPCR okazaly si¢ skuteczne w badaniu ekspresji
wszystkich genow badanych, oprocz genu kandydujacego Lr46-STr (P2, P3).
Zaprojektowane startery do analiz RT-qPCR moga zosta¢ wykorzystywane w
badaniach selekcyjnych podczas dalszych prac nad mechanizmami odporno$ci genow
typu APR oraz w programach hodowlanych pszenicy.

Na podstawie wynikoOw specyficznosci starterow 1 stabilnosci ekspresji badanych
genow referencyjnych (TUBS, ARF, RLI, EF2-1) wybrano dwa (TUBJ oraz ARF), ktore
pozwolily na poprawng analize¢ ekspresji badanych genow APR (P2, P3, P4).

Analiza reakcji miRNA na inokulacje grzybem Pt wskazuje na aktywacj¢ ekspresji
czasteczki tae-miR9653b oraz mozliwo$¢ blokowania ekspresji genu Lr34 w badanych
punktach czasowych (P1, P2, P4).

Analiza reakcji miRNA na inokulacje grzybem Pt wskazuje na aktywacj¢ ekspresji
czasteczki tae-miR5384-3p oraz udzial tej czgsteczki w modulacji odpowiedzi

immunologicznej pszenicy (P3, P4).
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12. Zgodnie z danymi literaturowymi, czgsteczka tac-miR164 bierze udziat odpowiedzi na
stresy biotyczne. Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej
potwierdzaja udzial w odpowiedzi odpornosciowej tae-miR164 na inokulacje grzybem

Pt oraz mozliwa modulacj¢ ekspresji genu Lr46-RLK3 (P3).
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Dhsgases cased by patbopome Tungt significanth lema the vicld and quality of common wheal, The most dangerous
fungsl diseases of wheat iaclude leaf s, angs v and powdery mildew. Calivating recicmn whest varietiss 15 (b mosl
effective way 1o minimiee the development of fungal discases, Cenetically determimed resistance of e honeonis] fype
{racialy som-spocific, adull plamd resistange povies) is prelenned dee 1o s maon porsdident cxprosssm comporod 1o the magos
iR} genes detemining moe-specific resisimce, which ks often wercome by pathogens. Owamenily, hexaploid whea
resistamoe gene LeddY e ST mds (hercalier eoformed o as Ledd) is ghe besi characterized pone defermining horizonial-
By rowndancd, The sl ol hie sfidy was I aialyie miRNA e presaion o scleciad aoimimon whiall varichien, shonuing B
presence of resivissce gene Ledd m mesponse woinfection with dhe fungus Pacetiia rededoimn respornadble Tor leal nise. The
refomence vangiios (Povon'S, Myna'S, FonleaS md Spamow'S) oontaiecd show' st resisfance penes, imclhuding Led
whereas e ool varimil HN ROD did pot have 1hese genes. The prosesce of Ledd m four efmncg vaisslics was
confimed using polymersse chain resciion |PCEL Dislic swess i asdah planis was indocod by inoculating funzal spones
wmder mwoniboend conditions in a prowih chasbor, Dilfforonces i the ogpeeseson of various micenRMN A (nsl RS b,
MRS Th, mIRYTTA, 06 TTE) associmed with gese Frid were 1esad using erubison POR (ddPCR: Plao maserial fior
anahvsr win collecked before inocolatgon and 6, 12, 24 and 48 howrs afier inoculation, The resulss showed an incresse in
i S Th cpression B varses carmving gone Ledd moa sesull of plant infegtsm wigh & fticing, The $IPCE analveis af
MM Th, mBEITTE and miRMGTTh vielded wa low o copy number for comect infierence. The enpression kevel of
3653 in @ doniral vinety (HN RO keking this resistmmes peno remsoned able. This demonsiraiod thal milS65 16

THH: henpedd ol ong T3P IRI023- 1068

wirubl b vl vl i pland resislanos nyhaicam oh sespoase W leal rusd,

Ky wards: naif9653b: Friticum aestivam; P irivcing APR: plant discase,

Introdusction

Camently, whest bresders  focus on incressing
reskstange i saress and pathopens while mainmining high
wichl 2nd its quality (Maleckn & wl,, 2008), In addition,
dine to esvirommental progection and human bealih safery,
the principle of imegraied pest managenee (TFM) by all
ngricelmaral prelucers in the European Union applies
from Janmry 1, 2004, IPM maindy involves (b ose of
monschemical methods of plant prolectsn in pathopen
contral, thereby minmimizing the msk 1o humans, animalks
and enviroaimential healkh (Sawanska ef and., 20200 Vada er
ol 2008, O of ke gencral pranciples of IPM 15 te
prreved the occurrence of harmiisl organisms o lmit their
e gakive angpact, which should be achieved, among aibers,
by mskng resksiamd of wherant vareties, To due, over 100
albles of penes determiming leall Fust resisiance, shoul
I3 alleles of genes conditnmng strepe rust resksiangce ansd
over 140 alleles of gemes responsible for powdery mildew
resistunce have heen sdentified (Mclneosh er afl, 2004,
Coriewn-Duba ef ., 3020, Tomkowiak er af,, 20095, In
recem| years, specinl afention has been paid o genetic
diversity already ot the stnge of starting materials for plang
baeeding. Resistamce gemes have been divided in two
gromps and the first one inclodes the soscalled “major
restslunce  penes”, rosponssble  for the  mduction of

verlbal-ype fesistance (“pene-lfor-pene”), also kiowh a8
“race-spevilic  mesistance™ (Flor, 19710, Thess pems
provide pesistance throsghont the plam’s groath cwcle
Therefore, this 1ype of resisianee s often refemed o as
“seedling resistance”, Versal immunity is only effective
agninsi specific physiological mees of paikogensc fungi
I MeCallam e af.. 2007, Expression of resisiance is only
possihle when the resistance gene im the plant amd the
avirulence effector gene (Awrl in the pathogen genolype
ane presend simidlaneoasly. Major genes are very popalar
amang prowers doe 10 heir stromg expressson and Fagh
efficiency m roducing  plant diseases. The plant’s
hypersensilivily response 1o patlogen infection ix a
charseteristic leatane of e cupression of these pemss
{Bolon ef ol 2008, Kolmer o af., 20080 Unlonsnsicly,
i basle dsadvastage of this resisiaece 5 oba b s
subject w o “breakdows” phenomencn rsuliing from
sdaptacion procesees in pathopen populaticns, [vinvalves
5 muiation in the Ave geme sequence of the pathogen,
resultimg im the lack of recogniison by the major gene off
the host plant {Dodds & Rathjen, 2000), Ancther type of
resistunce is sdult plant resistance (APRL B ois o type ol
quanditaive  resislamce.  wsually  racially-nomspecific,
characterized by slow pathogen development and redisced
epidemic mak (Kmitimger o af., 20011, Ellis o af., 2004),
The sction of peoes slows down the process of infeclin,



whith is directly refalad b sdow roctisg of plants. (Timari
o il MO Singh & Hoens:Bapiss, 1997 Plams with
APR goses am mone able under prosducison conditions

Tie e, LaS0FeiRNr i T PR (herealled
relemed o s Leddy is the beu-known gene conditioniag
herizonisl revistance, B i licaied on whest chiomssoms
705 sl the jeessce of Lhis geae deteamines adale plam
resistance  (APR),  which  effectively  inhibits  the
development of st diseasars ai the mluli plani stage. Gene
Lrdd m believed o Be the source of permancnl and nos-
specific peudance o kead, dreak snd dem s, el 2
i posslery mibdow (Lagudah e ol DV In addition,
perie Leid iy ot el 3 0 mioddel 0 study the mokoculer
basks of dusble resisrance [Kumar & @l 1K),

Dhspass spsisgance md spscoptibiliy are rogulnied by &
mechanrm foe gl Fecognition of isvailing pathegem and
effickenl ativation of host plant deferse mechanions. The
yperemsine ywnss (HR)D has an cosental Senclion m
liesag the spread of the poibogen sl sotivating deleme
mechankms @ the minfecied pan of the plant. Flan
functions. in responsr B infaction ane alorod @ the oollukar
kel though the action of codogencis small nos-coling
miRM A (Duna er . N9, Gopo eral, 24004, Kemar & ol
B00A} B rocend years, scienisis benee lumed their abierdion o
wiiedll mgndng RNAS (miENAs, wRNAY) he play &
significam wole in the contnl of Bolagical proceuses [Sane.
Carbor® ot al, 3019, Tyereunka of af., 2007, Yan o gl
20000, They neguluie s oaly the e of plast grosatdy
ey B0 ot strois, Stedics m planis have melicaiod the
byt it of R MNAs In varhsns regulaery paflviays
imvolving almost all biolopial peocesses. inchading plant
prowth gl defmse regesr dewhpmen) 0 bisgs gl
shiotie stiees (Ciuderia of ol MK B, Clis of af, 2006), The
mikHA molerules bind e complemesiany pene wagquence
frapments, dhereby inhibiting: the rasalation prosess (Li o
al, M01T), Asither regulatony mokecules, SRR As, arisc lom
lomger RMA frapsems and can affect DINA methyloson of
Ll wypare e

This wowk s a sepoit of meRMA exprecon amalyues
in selecied warietsed ol common whest | Tritioue deidiium
L.j exhibiing the prewnes of resisleace peme Ledd m
response &6 infection with the fangie Paveinka mnobss
res postaible for beaf st

Muterials and Methmds

Exprriments] material; The plam saierial used in ghe
stuly donsisted of 3 comumon wheal varctics, and e
weedds for the sy were obiained from the Matsns)
Semll Graime Collection dAgriculioml Bewearch Staiion
in Absnlcen, WA, USA) Fom of the wheal varistics
teweil wene comrdsdiened very valusble soorces of leal rus
msistance  poacs and they also carmed  pene Led
(Prvons, MymaS, FronunsS sal Spamow®0. In
mfilicion 0 pene Lefd, they abo bod geme Letd. The
negative coninol was the varicty W RO which did red
canry pene Leid

Fuperiment wnder confrefled conditions In 5 growih
chamiber: The prosenl caperimenl was comluckod in e
growih chassher uader commlled condens. The chamber
jempersiee was inmally st jo 180 diwing dhe &y and

ACHTTEEEA TOMKOWIAK T AL,

16°C during the mighl, The emision spoctium of The ligh
wotince with & photon Bux of 472wl wes evalisied. Afler
oog monih, B keaperaiue was rised o 20T snd 17°C
dlarieg Wb day ond mght, respectively, Bnduction of b
wress @l the adoln plant sapge wes performed by infecting
ihe plamts with femgal spoece, For each vanicty, 5 planis
were polled aE lwe vadlanl  (inocalabed  snd  pos-
imculatedy, i riplcaie, for g toial of 3 pots (5 vansiies x
Y peplicaies 3 T varonicl, Lead fisose amples. werg laken
roees cowh pod fio modevular snabysis Befive inoculation sl
i, 12, 24 pndd 8 howre mfier infecson. In imal, 1380 amples
|5 vanctics x 3 biclogical seplicates « 5 fime poants 40 b, 6
b 12 R, 24 hoaml 48 h) & 2 veriants (seeiileiad and mos-
insculatsd)] were collectad wo examiee the expresshon of
RN A gasosciaipd wialth gone Ledd, The maborial maed i
iculaie the fenied plasii wis 3 miibere of 4 nolaes of
Paccknn anidkcine. Fungus spores were colleced  from
infociod Mgkl eaperiments locaied = varous parls of
Poland, iachsding Smolice valllage (32,1000 190SECE),
Stracloe (SEOIGTN (6T E), lutlmq'c: | 50 T
1S9067°E) mnd Naprsbowice (5214167 16 08T7ER
wliere brasches of Pk eealing compumes o healal.
Fimgi were propagmed on o medium oomisting of agar,
didiliod waler, greeth Taciore (plecose, peplmo) angd
penwallin {o inhaber O growth of hackerial.  Beforc
imoculasag the microorgEnboms, e medam was aenlived
im an getoglinve and the pH was sdpeaed o 55, The cplterg
wis comisd o o) e pempersure of 2500 The wndy
wheat vaneties. woee amifically inoculsied ai the adsh plam
ﬂmh’miﬂuwmiinﬂmﬂlﬁﬂ
approsimately SaMHP poesiml.,

Idendificution of the c:LVIY marker of geme Lrkd
Ciemomic DNA win extrmcied from fhe feal tasue using
the Di¥easy Mem Mai K (Qhagen, Wenln, The
Netbsorlandsy, The guality and onoesization of isolabed
WA was  deermined o ming o8 Delovix
spectrephokmscter. To ldemify pene Lrdd, the calVid
STS (syquenor tagped sig) meswker was wuad, which was
wrapped 414 el from L. The eV mewker was used
by coworkers inoem carlier siudy (Skowrsfska e of.,
I, which confirmed B clleclivencid in sdemtlying
ihe puesence ol ihis pere. The primer soquosces §Meonck
Kl Darmmesdi, (b wene as folkows: cal VIR
S TTGOT TAAGATTUATCATOG-Y, ol V4R - 5%
TGUTTGRUTATIOCTHAATAGT-1" (Lagmlsh i af,
Dy A 130 bp band indicated the presence of gone
Lrid, and 0 329 bp product was smplified in suscepaile
ponctypes dal hid nped Gy b pens, whath was
comssem with lilerature daia

POR was comduted wsing Labevoher thermal cvcler
(SemoQeed  Cmdbll, Cisingos. Comany) and e
previoandy describal fescson minbery end PCR poalike
jparameters | Tomkowiak eral, 20200 Afer amplifcation,
PCR prodects weoe soparsted om a8 1% apamsc gel
| Sagmia- Abdrich, Soiid Loiis, MO, LSA) & 100V e 2.5
h &= | w TBE buler {Blojhop Cansds Inc. Hurlisgion,
Canada) wieh 0.5 pl of Midon Green Disoat (MITPPON
Oeecticy ELROFE CasbBL Dieen, Trrmaayh A DNA
wite Tnarker {100 By ladde) was wed o evelane e wie
of amplification producis. The Molecalar Imager Gel
D™ XNR LUW system with Ba-Rad By Tmage™
eodiwane Wis reed b visusloe POR reaction product
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Expresson amalvsis of imdivilus] miBENAx linked o
pone  Leddi Gone L3 exprossiom amalysis  was
perlarimed accondiag 1 the mallod descilbed i Jetil
By lomkowaak & al, (200200} Hmelly, gemne Lrf<d
sequence was initially searched ond compared between
Ensembl Flants and NOCE databases, and the folkvaing
4 complementary macroBNA: were sglected based on
the seqocnes of s geng 1B I sl M A ST daralinss
miRWS I, maBRMATh, miRT73 and miR#7Th, The
mitMA sequences were found in the miFBase database
amd reverse Irscnplion and EIPCE  pricess wene
gl wsang e relmeved  ssguenges  amd  TEMT
sofpware  (Imiegrased  DNA - Technologicsh  The
mir¥am™ miENA lzolation Kit with phenol (Thermo
Fizher Scientfic, Wallham, MA, USA) was used 1o
calract ENA Iracton (B conianed miRNAs, b
comcemiratting amel qpuslny of which memured
specirophotometrically.  Subsequendly, exirocied EMNA
was reverse-tramscribed using SuperScript 1V Reverse
Tramseripdase {Thermmo Fisker Scientific. Walthame MA.
Usar A TiHO POR cyeher  (Hen-Rad
Labarmionies, Inc., Hercubes, TA, USA) was u=ad
amplify cDNA. The prodocts were quaniilied in o a
VN dropbet reader (Beo-Bad  Labosatones, Do
Heroudes, CA, LisAL, Data were poguansd amd snalvecd
wing Quanexfoft'™ Softwere (Bio-Rml Lohorasories,
Inc.. Hercules, CA, LIS A

WOEe

theyival

Resubix

The ¢sEV34 5TS molecular marker was mapped 14
cM from pene Ledd {Lagadsh o afl. 2. Acconding o
the literalane. a 150 bp prodect indbcated the prosende al
this gems, winle g 22 bp B shosgld be amplificd @
suscepiithle commoa  whest  genntypes. The  product
indicating the presence of the caf V4 marker of gene
Letd was delecded in the vaneties Pavon'S, Mynas,
Frontasa™ and SpaErmowy,. A 200 bp  prcsluel  was
amplified in the control variety HN RO, which indicansd
the absence af the anabyred pene (Fig. 1)

250 lep—
229 o —

1501 by

T

Fg. |, Eloamphcrogms sbowing 8 occwmeaee of B ol A
ke i the varscties of whes (Trithoam avanam o vl L)

The sty anabyeed the expression of four maBNAs
assicialgd with geme Ledd, Compemoeniary  inibNAs
(iS5 3b, miRWSTh, miRYT7} and miR96TTh) werne
wlectod based on nuclootkle sequence analysis of Ledd
LS sang 1he kN ALarger el
(hatpetplanigonnoble orpfpsBNATarget’h. The gquantiy
of all analyred maBEMNAs was assessed peing JIPCR
Ultimately, 5 sufficiem nuwmber of cophes for corect
inforemce and further siatisical analysis wene ohiained
0y fior mERSA3 W, In the expenmental varan withoan
innculstion, miB9653h concentrations in the amalyzed
warselies in all replicstions dhishsgical asd echnicallh aml
time pant yariangs (0 h, & he 12 h, 248 b 48 h) ded sl
sigmificant  differences. fe. mik%653b
[cismpleimentary 1o gene LIl eapressiid Wis il
phserved. However, ecapression of ihis miBNA wos
phserved m Ihe inoculaled vamianl. The resulls were
avernged and presenied i Table 1 as sb signifseant
differences i mR9G53k concenimbon were observed
beeAwoen hiological amd techmical rephicates. The lack o
sigmificont differences between replicates is the result of

[y

well-desipred  reacton condilkns.  An  instance  of
dIPUR analysss i shown in (Fig, 2o

All the tested varicties, excepl the conirol varicty
HY ROD, responded 1o Procindg prificima infocaes
(Table 1), The numeher of mMaR9G53E copicsfj L. before
inpculation wvarsed anmong varieties from 126 (Myna’s’)
o 206 (Sparrow’S0 A slight increase in miRR653h
expression could he ohasrved in all vireties, Excepl
Fromlana™s', six hours after infestation (Table 1y while
i similEancrs educhion in miRSes Ak copy mumbcs
from 215 o 200 was recorded, This difference cowld be
toe Wy an Incredse an pese Ledd acnvily coused by
infectiom, Onver time, imereased miR#6335k expression
was observed im all vareties 12, 24 and 48 kours afier
Pl iodi, Cxecpd Al HN ROIY contmal, The obissived
growth rale depended on dhe variety. Spamow’s
showed the slowes] respose 1o inleciEon as miK2653h
coencentraibon 12 B alier mocalation was aply 17
copiesfal. higher than before inocolation. For this
cultivar, the breakthrough occumred afler 24 b, when a
dabslang of i35k ..|.||!n|.-r-u']||. was reciofded (Table
I'h. This could mean thad plands of this variety were
able 1a defend iBemseves agansg the pathopen Fof the
longest time, The fastest plant respomse o infection
was reconled Tor ke varety Myna'S. im which
miKW 3k gEaniiy anereased by 6l I.'-Il-"lll."\-\."ll. 5 B after
inpculation, X229 copics’pl. after 12 h, omd 157
copiehal, afrer 24 ke In 1l case, the gencin fesistance
mechanism wa rapidly blocked by the pathogen. The
eaprossion of maRYGS3h in varicties with geee Lredd im
cormpani=on o e coniioa] vanety HM ROD s pressmicd
in separaie chans (Fig. 3 The graphs cleardy indicabe
that, uslike slher varicties camying gene Ledd, we did
et abserve clear differences In mikNA ENPIEAsIOn in
the comtrol variety HX BOD afeer plant infection with
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Table 1, Concentrution of miR%E3h in the analyzed varicties (tested before infection and 6, 12, 24 and 48 hours

ufter infection in and technicul o) -~ ¢ ncuns.
miR9653b comcentration ( o L) ~ replicate means
Analyzed genotypes before 6 howrs post 12 heours post i 24 hours post 48 hours post
infection infection infection infection infection
HN ROD 197 198 200 170 21
Pavon S’ 168 2 289 393 607
Myna *S' 126 157 416 573 600
Frontana 'S’ s patl ] 366 459 19
Sparrow 'S’ 26 227 233 18 650

Mo Freties Frstis Fostes Speniew Spaosew Sparres
Mogin n-p th m* M* I-p-l'aup

Common wheat (Tritkawm aestivum L) is one of the
most lmportast  crop speckes of great  civilizasion
importance. The cconomée value of this species &
detormined by mamy traits, although the most impoetant of
them are the size and quality of the yiedd. Currently,
breeders siive 1o ercate highyicldmg vanictics that are
also resistant 10 beotic stresses, In rocent vears, horizontal
adult plant resistance (APR) has been preforred in
indrvidual vanctics because it s mostly racially noo.
specific, more persstent ad reduces the risk of epidemics
(Lagudah ez al., 2009),

Currently.  gene  Lr3d/Yrl8Sr57/PmiX  (hercafter
reforred %0 as Lrdd) is the best-known gene conditioning
horizontal resistance of wheatl varictics. Thus far, gene
Lrdd has beon recognized s o source of persisient and
racially poe-specific resistance 10 leaf, stripe and stem
rust and powdery mildew. Gene 2234 has been choned and
its sequence is bnown (Keatinger ef al, 2009). M encodes
an ATP-binding transporter (so-called ABC transporier
ATP-binding cassette tramsporter), o medti-domain
membrame protein that uses energy from ATP bydrolysis
to translocate substanoes across the cell membrane in al
lving orgamisms. Therefoee, gone L34 is present in all
hexaphond wheal vanctics in several allehic vanants, The
resistance-confarring alliele (Lrddres) differs from the
commonly present Lrddsus allele in theee SNP (single
nucleotide polymorphism) mwtations in bstron 4 and
exons FEand 12 of the gene Lr34 sequence (Kmttinger er
al., 2009), The specific action of this allele is 20 increase

resistaace to infection regardiess of race and type of
pashogen. Gene L34 Is widely applied s breeding dee to
its stability and universality (non-specific imsmunity),

This work confirmed the association of the csLVd
marker with pese Ledd in four reference vancties derived
from the GeneBank “National Small Geains Collection™
located t the Agricultural Rescarch Station in Aberdeen
USA. The varicties have been described as resistant o
leaf rust. A 150 bp product indicating the presence of the
csLV34 marker was found @ the reforence vanctics
Pavon'S, Myma'S', FronunaS ‘and Sparrow’S’, while a
229 bty peoduct, indicating the sduence of the asalveed
pene, was amplified in the control varicty HN ROD.

In addition. this gene (Lr34) has been shown to
provide not oaly iscreased ressstance to leaf rust, but also
10 arpe nst (Yr)S) powdery mildew (Pmi8) and in
certain forms 80 leaf rust (S757) The mnqivolopul
characienstic of the Lrddres allele is leafl mecrosis
comfitioncd by gene L/ (leal-tp necrasis), It probhably
onginated from local Chinese varictios (Kolmer ef al,
2008, Kruttimger er al., 2009), Gene Lr3d is present in
European varketies, which have varicties Mentana asd
Axdso in their padigree, regisiered ot the beginning of the
2™ century (Lagwdah er af.. 2009).

Gene 1234 Is effective in e adult plant stage and
under favoruble conditsons, Le,, at 4-10°C, a1 the Mag leafl
and scedling stage (Risk o al, 2012), Unfortunamcly.
plamt resistance conditioned by Lr34 is less effective m
high eovironmental  seonperstures  (Wellings  2011),
lsoculation assays condected under field conditions on
inbred wheat Fines (F6) with the Lrddres allele indicaled
0% infestation with 13% yield reduction compared 1o
control forens, where 1005 infestation and 84% yvield
reduction were observed (Saagh & Hoerta-Espino 2003),

This study investigmed the expression of variows
mIRNAs assoclated with gene L2534 in plant response o
Puccinia miticisa lsfection, Four miRNAs associated
with Lr34 have been idestifiod; miRSGS3h, miRY6STH,
miR9773 and miRHETTh. Ax a result of JUIPCR analyses,
the highest copy number necessary for camect inference
was obtained only for miR96S3h. Varous suthors have
previcesty reported that miRNAs analyzed in this stady
are involved i the immune fespoase 1o both eotic and
abiatic stress, According to x study of Li o of, (2017),
miR9IT73 demonstrated am impoetant rode in wheat
respomse 10 biotic stress. Although miRNAs are small in
size, they play key regulstory roles s many shiotse stress
reactons such as soll salinity (Gao er ol 2001), muatricast
deficieney  (Liang & af, 2015), UV-B radiation
(Casadovall ef al.. 2003), heat (Goswami of al., 2014) or
metal stress (Gupta ef al.. 2014).
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Fig. X maR9651b concentration {copy mumbeniul) i che vaneties PavoenS. Myne'S', Fronmna'S" and Spamow's”
compared 1o HN ROHD (costrol pemoaype) belone asd &, 12, 24 and 48 hours pos|-isfection,

Chu e wl. (2006) claimed tha miR9%657h was
mnsocisted with & protcin Linse elongisg w the CTHE
famnily, which was also involved i sipnal ransduciios
palhweys in rosponse o injury and ke prowmos of a
pathogen. Many smthors {Cheng o al, 2002, Budd &
Frankhis-Tosg, 3001 ) have shown s ther widks rhat O5""
s as an intrecy llelar megulalor i many agpects of plant
growth aml development, as well as in siress response. i
s b key messenger that plays an impoenant moke inocell
sipruling, Under the infliemge of slimmli, spatio-lempoeal
calkium waves anre pomemaled with a frequency and
amplitide charscieristic of the soting stimadus. Such
specilic ncreates in he concentration of €2 fons in the
cytosal, called " signature”, me reocived, imlorpeciod
and mansfemed 1o effecior clemonts. by speciall bypes of
sensnf profeins, such s calmegtulis (Caddi), calcimeurin B-
bl  protcins (CBLY or  calcium-dependent  Kinases
(COFK) containing ca® inn-hinding  strectwml  metilfs
cafled EF hand moisfa Recenily, fr eive sctivatsnn of

CDPME afer CE9 A interactios hs boen demonsbraled
im0 trumsgenic (oboccn plaats, wsgpestiing tur COPKs
are  pergEmtanl  cakhmm-induced  sensess in delense
respones {Homeis e of . 200K, Bomeis of ml, DN )L
Kumar er al. (20060 analyzed ten  miRNAs
responding o leaf must infection using whenl sarieties
caEtying pene Leld (resistind posolypesd and wanehio:
lacking this geme (wmcepiible penotypesph The latier
authors appled semdoop GPCR o idemify and mmabyee
e gapression of imBvidual miRNAsL The exgresios
patierns af individoal miBNAs differed, which acconding
o these mrlhors coulid have indicated thseir role a2 different
tme  poims afler  pathopen  infeciion,  Manimuen
expressien of fwo miRNAs. miB119 and miBI56,
oormmed i 4R bpi (hours post-indection) while  four
maRMA:  pR14H, miRIR], mIREY ond  miR4
demopatraled masimum exprossion al 1 hp which
doecremesd with time. On the other hangd, three oiher
paRMAs miR2IE, mR337 and m@iRIME showed
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maximmm exprossion of (68 hpi, suggesting thar laie
respoee 1o kead rust. As mndicsted by the researchers, a
sigmilicant cornelation was observed Ffor all the asalveed
mifMAx, whose pathogen- induced expressivn levels were
highaet en sasdepiible plafts compared e easlan ones,
revealing an important role of gome Le2d.

Blulur {20065 dbowed in her work thal smR9TT was
asoialed with plant resposse 1o drought stress, The laber
maher peatad the expressnn of vifioss mHRMAL in
responss o deought usimg gPCR. Hor wady demonstralod
sverige expression levels of miR%A, mfE2274% and
miRRGTT, b croased miR E6G and mER39T exprossion
during wuler scarcity. The laiter muber showed thai the
oaprrssion kevel of dilferent el A Noctoated deponding
am ihe type of tissue expoeail o drought sress and sress
dluration, In the case of lesf tisscs, Bulut (20160 obecrval
that the expresgson of mRl56 mRi6d, mERG73,
miRAITTE aml miRUTTE incressed due b water deficiency,
Similar Mectuations n miENA eapression umlor &iforent
b e abditic spsess. conditions were alsn ohserved hy
wther imnthors (Pamdey eraf., 2004, Wo et ol 20145

Li e al, (200Ty exsminel varoas miENAs after wheal
eaposure e phimanthrone amd fossd . el miRGS 30
expresion wis down:regulmed. Sibisi (3030} snalyeed the

am of cleven maliAs, inchaling miK%i3h, using
the qPCR mwthod Espression of maf#ii%h was op
regulsted in o sindeplible whest cultivar sfier BEWaASA T
infection {Fauresian wheal aphidi Unfortonately. bnovalodge
sour the pole of w33 B plene pathogen ress
mesponses e wlill Bmiled. The present siudy showed tha
inocelation of whes vancies with P encies  spores
resulied in aliored pulS653 capresaon in the vamctas
camrying pene Ledd. The concentration of this mal M A vaned
depending on the vty asd time sinee insulition. A slight
increase in milSMSEh capresacn oould be obesreed in all
varictics, except the HN ROD comtrol. & o afler
infection. These vanefies showed am enhanced expression of
this miEMNA 12, 24 and 48 Boses pong-infoction. The ease of
an ncreass in miE%S 3k cxprossion dopendad on the vanety.
The shovest reaction o infection wis observed i the vanety
Sparmew'S, which could mdicate that plants of this sankcty
defended thenmedves the longesd sgainsl the patbogen. The
laskisd plant posposes B infection was pocomded an the vireely
Myne'S, where the pemstic mechanism of resisionce was
suickly bkl by the pathogen,

Canglusions

The dmeovery of miENAs 5= panticles tha specifically
masfulaie prosesns compasition has unveiled o new level
af conpnl over cellular processes. Since miRMNAs are
cmafogenous modecules. thor exgression is repulated hy
prescin trnscngtion faciors ond epigenetic mechanisms.
Transcripion  lactors,  divolved @ cellules  signaling
pattways respomsible for pespomee o environmental
influceces, cam als mialify the meRNA pool, and s e

The current study has indicaied that mR653b
may he ervalved in plam reesaance mechanisem i lead rust
cansed by B omvcime. Acoonding o the psENMATarpe
ddgasbase, maRdib B associmed with leal s reslsiance
conforred by pene Ledd, oand  expresion  differonces
induced by funpus infectios ssem w0 confbm this

AGMIESZKA TOMEOWIAE £T AL,

informatian. These small miENAx 200 o koy componenl of
the cellular pesponse o saress, in this cose biotic soress.
Thow enabilke the oell e adapd 8o the externall envisonment or
survive its adverse effocts.
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Albaract: The mdin efloets i common whes (Trtkem dstrue L) beeoding focus on viekl, grain
quiality, and festance e b and blilic stivsses. One of the magor thivals aBecling global wheat
culrivasthon and Casbng sgriticant onop god uction lisses mre e disemnes. indbding e rust cowsed
by a Ibotrophic fungus Paocisis frilicias ke, Conetialhy detormined nesbstamoe i beal rusl has bem
charactertved in young plares (seedling resstanos) s well & in planis ab the abull plant stage. Atthe
sevidling slage, pesistance is oontrolied vertically by major R jpenes. oonderring a racespediic eponss
Ehat is highly efictive bt useally short-Bved doe B the rapid evolution of pasensially virulend
Fungi. In mature planks, Fosizoedal adul plant sosisBanog (AR was describil, wbich provcides.
o -ferm prolection against multple races of pathogene. & Batier undenstandiog of meodoculas
achunivens wederdying S lunetion of AFR getess woild sfuble the developaioss of s dralig s
o ressisianor Drevding i wisar. Thtedote, i the prews sbady we Tocusad on early Wescriphomic
Fraponses of T mepsr whesl AR gones, Leddaeed Lrd 7, and hice complomentary miBMN As, G-
e HEATh, Bae-mi B9 s iae-mIES T o dnecalabion wilihe P! frifioiog, 1"land maionia] consisted
ol feve wharal refereroe varietes, Arbigas, MEPSG Clenbea Lerma Rojo and TS 08353, conbaining
B Lo Yo A8 anal Laa T Virdd resisbance penes. Blobic stress wais ineduced by masculagion with tungal
sporrs unider congrolbed conelitions in a phydeon, Pland mmalenial comsisted of eaf s samplesd
bedcare incsculation as well as s, 12 24 and 48 b prstinosulation (il The AR pene expnessson was
quantifived usirg roal-time PCE with Beee acfenenor gorss, wderess sniBNA was quamtified using
dirophid diggaal TUE. This pagper disrilaes She nssistanoy sesponsc of AFR et o dnoculabion with
e oof Bl Pust-causing lurgi that exesr in cestral Europss. The studdy revealed high variability ol
enpariah peollles Defivest vancties dd line-poinis, wilh ibe prevalesce of dovnaiegulaos o
APH grnes and upregalation dor mil™As during the development of s ey defomes peaponse.
Mevertheloss, despsse the dovnnogulstion inilially chserved, the copresdon of Led and Li? goses in
sbadd beed cultivars was ssgrificantly higher than ima coninol line camying wild (susoephibie) allefes.

Keyweads: beal nest: ATE resistance; show rasting: micooBNA: BTPCR; &dICR

1. Intreduction

Lasaf e b st reprreseryts cnae of he waorlid s grsabess threats foovwhead proslaction
Thir dlissase is cansed by (he paitbogenic fengus Pusanda irfliom Esks. The appeasanss of
the dizease is observed globally, particalarky inonegiors where common wheat is growmn

(o 3000, 14, 1% Bebtpeac /o o 100 W00 gters ) 40T W7

hipec i vyrrw sl p oo el geres.
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mbensively, inchuding Burope, Australia, Ching and Mosth Amcerica [1,2] The B irficiea

s & mepresentative of the cnder Muncimiales {formerly Wnsfisale) ARl epresentatives
of the eader Pacormkiles ase absolwic parasitsc Pﬂhnﬂnru of vascular planis with a rather
complicated life cpcle. In addition fo commin wheat, the pathopien s capable of infecting
eithar comvals, i, rve [Seale dermalel, barkey (Hiordessy paliges L) and triticabe | = Trifkosvaliel
Ghobally, under oplimal conditicns, the disease can cause a significant vield decnease of
uip dor 0 | 1AL Imfesctiom oocam with the asd of wird, wchich carries the spores. o fha hisg
plante. Opiimal condiisons for the development of inlecticon are between 1% and 20 °C,
althemgh disease emerginoe is also posaibde ina wider temperatane mege of 21035°C. A
facion particularly conducive o infecgion b= Bigh bumsidity, Usder Tavoralie sovinonmstal
conditions,; uredinisapions emenge T=10 days after infectan |51

The selection of varetis with favorabbe braits, sach as kigh yield potential and de-
sirable nuabmtonal quality, requires also improved reslstanor io pathogenic fumgih. The
urderstanding of molecular mechamiama underlying plani-pathogen irterackions will
emable the development of new strabegies lor resistance breeding o wheat Genetically
determined resistane o keaf rust has been chasacterizid both in young plants {seedling
ersistanie] amd fn plards al the matsiee stage. AL the saalBing sage, sesistanoe s combnalbed
wertically by K major genes, which ame frequenily broken by coevolving fungal pathogens.
lis erushiane Fusi-rissastard plants, borizontal sl plant resistance (APR] is observl, which
is charascterized by betier durability. The ocourmeres of mon-race-specidic resistanoe s oftlen
marilestech as g sl read e, which 8 assoctabed with shvwer infection d
a ket labemcy pewiod and the frmatsn of fewer unedinde. APE provides p-.:l'll.u!bl.l
durable resstance o the pathogen [5] However, most Lr genes confer race-speaific re-
sistanie, oonsistent with the " gene-lor-gers™ comeept 9] In totald, approsimatety 50 lead
mast resistance geres have been identified and charscterized in bread wheat, damom wheat
wpincirs il diphoid wiwat [T0]. The distribmition of mesistenoe geies in e wheat gemoms
I very dispersed, as Lr genes were found on 2000 (ke 21 chromosomses pairs present ina
hemaploidy wheat, A collecton of different eneymatic msrhers amd PUR-based modecular
amed myiemosa bellite enarkers have boen wsed o ddendify these genes [1] Abthough many rust
resistance genes have boen identified, the main problem i shon-term effectiveness due fo
eha sapil Docurmenon of few patholy pes capalde of baeaking reskstancy. Todabe, a8 keast fous
effective genes have been idenbified: Lr3d Y8y Pedd, Led S Yr207 Pond®, Se2/Le27 el
ave] Leo7 /Wrdtn/ Pruod, wihich cocderred partiall Bt disrable long-tenm posistince. This bvpe
of mresistance determines the slew nasting cffect and contributes fo reducing the rate of
iz development. The advantage of ising varietiss carryang;, this bepe of geres inonesss-
Ranoe brvwding is the pleiotropic effect of theis oxprssion, which comtribules o an s
in the level of resistance due o intergene interaction ard immunization agaired other wheat
diseases such ufﬂl-:u.rnmﬁ-"mﬂ.uﬂ sl Wheshensd ] amd rawdnerla' ke caiksed
by Flumcris grasinis (D Speer [11]: AR present; ondy APR geres swch as Ledd, Ledé anad
Leth? ane sppnafican iy expliited in ressstaror Brevding, because they' conder consisberd and
bong-lasting resistance b diverse fungal pathotypes found ander diffecont climatic and
ernironmwntal condikions. Recent scientific nepoets indicate that rast resistance, which
prsuilbs Troen a coonddnalion of genis conherring racesspocilic nesistanoe and geres thad ans
s pecific b particular e of the pathogen, is the more durabe and most preferned
Fesbstanoe e culiivatid whoat varketies [25],

Thee Lrdd gene was furst described in 1977 in Canada in wheat bne FISS5A | 12) Laber
stuios showeed that i i also prosent in many other wheat varieties. Further analysis of
the Leld pene revealed it location in the penome, so that it was shown o be located on
withiak ¢ o mne TIS, Thie L3 geve was first idestificd in the "Frontam” varity [17]
The Ledd 7 Vers /P28 gere comples conlers F-.u'lul fesisbamc Do beal mast, vellow st and
powdery mildew, respectively: I addition, the locus s associabed with tolerance bo stem
ruisd (Paccingg granints Pers.) and barkoy vellow dward vieas (BieT) [5.24]. The Ledd is the
mist wellsiudied APR-type gene and is also being used as a maodel o study the molecular
brasgs aof Ehe persisbent pesistandr phenomesaon [6,05]) The Leds g is effective at the aduli
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plani stage and, under faverable conditons, ai the flag beal siage. Lel gere eup ession was
tilgher at knwer emperatiores of 13=17 "Ctham ak 25-30°C | 16,17]. Unfartunately, resistanoe
conditioned by gene LE3d s less cifective at high Semperatuscs.

The kengih of the Lrid gene is 11LB0S base pairs (hp). The LrH gene encodes the
enembrane probein ABL transpacter, conaisling af 141 aming acids (24 exonsh The
genc has been cloned and fwo allelic vananis have been distinguished i i susceplible
[LriH=ua) amd nesisgamt (Leddne) [18,19] These alledes differ in by Fnecdeotide indel
resulting in a deletson of phenylalanine {(Fhe) at position 346 (exon 11) and a single nu-
cleatide polymomphizm (SMF) resalting ina terosine (Tyrd b hsstidine (His) substitution
at position 63 fexon 125 the LedRes probein [20.20], Moreoves, addidional 4 T 501
polymisnphisms were discovered In intron 4 2and a 1-nsdeotide indel moewon 10 that
casis a frameshif [14].

The Lrt? geme was idenbified in the common wheat coltbvar =15 2504037 and frans-
fierred fo thee cultivar “Thatcher™ fo prosduce the line “KLATT", The L7 gene gl
shows pleistrophc effects on stem rust and yellow rust, bat with a loawver effect on bead
st resistanoe than Erdd, The Db 7 Vedf Prdd gene camplex has boen mapped o chimo-
enesoene armm A0H. The Lro7 gere encodis @ besiee ransparter in bvo allelic varlants,
with resistani-—the LEG res protein differing from the susceptible form LE&Tsus by b
asnino acids, beucies (Lewk asd arginine (Al Both allelic vasiants have klenlical pao-
moter regions The Lre? gene has homeologous genes on common wheat chromosomes
44 arul 48 [B.22].

Intervstingly, both Lr3d and Les? gerwes alee ined uce premature agimg of mature leal tps
ileaf tip necrosis) sugzesting mechanistic commonality, Consistent with this by pothesss is
eha Lack of audditivity of dhase teio Fosistency gones lor mlult plants. Howsoer, the procducts
oof these wo geres are different. LeH encodes an ABC ansporter profein that is sugsested
B ransport abwcivie acid wiile Leo? ersondss & besose iransparier picilein s loeges capalsie
of sugar transpor., The manner In which these two genes provide reststanoe has pot yet
b Fully established: bowever, o nemarkable feshiene of Le3d s i disrability having been
wreed im agricultuse for many devades without being overonmes [5].

Modermn breeding technologies and biotechnology strategies ane valuable tools po
ervabi climaki=neslive ceope. In addin, o understand plans eeponses against various
abdotic and biotic stresses, resparch efforts have been andertalen o reveal the genetic
basis usniberlyving nesdstance / Bolerand msechanksms [2.27] Raoe-specific discase posistanas
ks based on rapld recognition of invading pathogens ardd effective activation of plant=
host defense mochanisma AL the onset of discase, the hypersomsitive nesponse (HR)
Birits thee spread of the pathogen and activaies defense mechanisms in the unindected
part af the plam. Considerable progress has been made in understanding the signaling
procEss nvalved iy several plamt pabsogen mrractions. Hivaweves, thene is itle research
om the mberaction of furgal pathogens infecting wheat daring, the carly stages of nonrace-
spevific APR defense rsponss. Upon infoction, exprssion af ssistanos gemes can be
alsr regubated by endogenous small norcoding miENAs (7] Mant miBNAs ane small
muokecules of approximately 21 nucleotides that complementary birsl o tanged mBEMAs
arel Fepress gene ﬂpl‘ﬁﬂ;‘l‘lb:r targeling the mENA for degradation or Ty enbibiting
translation. Mlant studies have reveabed the key role of mikMAs in varous regulaory
Pﬂhh‘a!ﬁ. anvialvang almest all Blological peodesscs, imeluding auixin signaling, Pensben
formatson, leal formatson, laberal root formation, reprodocton, and defense pesponses b
briartie mnad abiotic stresses [24.25].

The skznificand rode of slow rusting resistance gencs Le3d/ Yrld and Lee? / Yrdi in
o] comimsim whaeat breeding contrasts with the pelatively Fmibed knony e of the
early stages of AR defenee response deploviment, Therelose, in the present sbisdy,
woe fcased on trarscriptomic profiling of these genes and candidate complensontary
miRMAs in g ikmedine spanndng ibe fest 48 b postinoculation. Fve refeeenee wheat
warieies [ Artigas, MP&IG, Glenlea, Lerma Rojo and TXESDEE3S) carmying pesistant alleles
of studicd peres woere analyged. The expression of Ledd0 ¥elf and Lee? S Vedd s
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wts quaniified wsing reaktime PCR, whereas the level of miRNA was evaluaied using
droglet digital PCR {@dMCR),

L Materials amd Methods
L1, Pl Materin! and Lea Baeel Boocwdation i Confeolled Conditlens

Beference commion wheat varieties carmving the resistant alleles of Led and Lro?
ppenes were obtained from the Mational Small Grairs Collection of the Mational fant
Crermyplasm System (MPGS) of the Urdted States Department of Agricalture—Agricualtural
Resaarch Service (USIRA-ARS), bcatisd ab ke Aggricultune Besearch Station in Abercdiesn,
Niflabhiy (LSA). Forir msistant spring variciee MNESG6 (1 IX22A3p, Glendea (CHr 17272), Are
tigas (Pl 192535], Levma Bojo (C1ir 13651) and cne winber variety TXRIDER5 (171 584755
were selected. The pegatlve comtrol in the experiment was the Artigas® (Pl TUME] va-
riety, which has mo Lr resistance genes. Molecular analysis of the reference varictics
usirtg nking markems confiemed the prvcenoe of risistant alleles of Le3d and L7
penes. The spores of the fungus were ool lected from infected field expenimants locabed
in different parks of Poland, im localities whene branches of Polish breeding comparies
are locased: Smodice 52.1000F B 1905007 E, Serecdoe 530067 N 169667 E, LA PR
500667 M 1601677 E, Nagradowice SEAIET N 169647 E. The inoculation experiment
was gslablished urder comvimolled conditions in a phyleleon. Ab the hl_gjmnln_u aill the
experiment the lemperatare i the phiyviotron chamber was sed at 18 °C ared 16 °C during
tha iy and night, tespectively. Mhobopericd 18 b, hamidity in the range af 70-90%
The emission spectrum of a lght source sith a photon flus of 372 gE. Afer one month,
the temperature was raised to 30 °C during the day and 17 °C at night. Bistic stress
wias indused al e adull plant stage (50 days from sowing ) by spraving whole planks
with a spore suspersion at a conoenbration of appras, 5 = 107 spores/mL (with Tween
M evagenl). The inleciious material was o misteie of B indiclng isalabi= Hom dillveen
regloms of Poland. The mistune was prepansd immediabely before inoculatbon. Lead
tissue Fragmenis for molecular analyses wene taken insmediabely befose inacalation (0 h)
ard &, 12, 24 and 48 h postinoculation (hpt). Three bickogical eeplicates per time period

ard gonodype were sampled.

2.2, RINA Tsolation avad Syribesis of cDNA

Isalation of RNA from wheat leaves was carried ouf using the Maswell™ RS Mlan
A heolakion Kk, aocoedirg 1o Ehe peosoon] peoyided by the manufachanes, KR conoens
tration was measaned usivg a Nanolwp 200 spectropbatometer (Thermo Fisher Scientific,
Waliham, MA, LsA) Synibesis ol snglestranded DR A was carrivel oul sl | g af Bo-
Lated KN A and iSonipt cDA Symithesis Kit (Bio-Kad, Heroules, CAG USAL The temperaihane
prrirfilie ot I myihasis facbion was a5 lolloy e prieieg for 5 min ok 25 "0, e
transcription for B0 min a1 6 °C, inactvatbon of peverse trarsoriplase for 1 mién at 95 °C,
eoling to 4 " and storage at —30 "C,

23, Prisosr Do anid Diesloperentd of Slansird Curres for Ledd gl Lo ? Genis

Prirmaers for queanitstive PUR wene desigremd hoased on gone ssaendes (LOCTEL SR o
T, BMKEZSIS bor Lo ) feomn the MO (hotps: ) Swwwenchlnlmonih goy /, accessed on
14 August 2019 and Ensembl Plants (hitps:/ / plansensemblong ! Triboum_sestivam /
el Iriben, pcevesad on 7 Apeil 2021) databass asing the Priener3fus fool |:I|.|||5-..
£ Pwwrw bioinformatics.nl/ ogi- bng primesdplas / pramerdplus.cgl, acorssed on | January
2006}, For both Le3 and Lrod genaes thois very similar duplacates woene idintilsad i oom-
mon wheat genome (LOCT 23108079, LOC 125087938, LOC 1251524860 and LOC1 23852,
LOWCT2UMAZ24, LOWI12MM5159, respectively]; therelome, aniversal primers wene de-
sipgnid, lmp1|!'5-un;5 i bed genes Wogether with other gimilar homaologs {Table 1), For
each primer padr (e, each genel, a I'CR with gradient of armealmg femperature in the
Fange of 5588 0 was perlormed booseled! opimal anncaling RefiL Al idEir OO i
bath analyred genes. The matrix for this TR was compaosed as an equalised mistne
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ol cDi s, derivesd froms 12, 24 and 42 hpl EMA samples, to kncrease the Hielihood of
remarkable expression levels of resistance genes. GoTag™ G2 Flesi VA Poly merase
i Promnega, Madison, WE USA) was used. The composition of the reaciion enistuse was as
follows: CE busffer—4 uL, dMTI {10 jib =16 @l nuclease-fres water—1001 ul, MgCl:
(25 mM)— 16 i, prisces (00 A} —0.5 el each, polyeerase (5 e/ gl—02 pl, cNA
mixture—1.5 ul.. MCR profile was as follows initial denakurabion for 2 min at %4 °C,
frllonwesd by 33 cycles ineluding denataration e | min at %5 °C, annealing of primens
for 30 & in emperature gradient of $0=58 “C, eviension for 30 s at 72 °C, final exiersion
for 5 min &t 72 "C and cooling tod "C, PCR products. wirre separates by el

(10 % Feen i T agarose gel in Teis EDTA buffor pH S0 (Sigma-Abdrich, S Lauwis, MO,
USA] with SYER Safe DMA ataining {Invitrogen, Carlsbad, CA, LSA) and visualized om
- bransil v ratos (LlyvEes, Theemo Fsber Scivmtifie, Waltham, MA, LSA)L As & remill
of thewe analyses, optimal annealing temperatune for quandilative POH was selected
(355 “C) Ohge the reaction oondibions were established, Ave PCE rans g volume
of 20 ul each were peeformsd 10 obiadn a volume of 100wl of the target amplicons
The amplification temperature profile was as follows: initial denaturation for T min
an g g, l:ﬂluwﬁlb}- 35 ¢webem, denaturation for 1 min at 95 °C, anpaling of primes
foer M s ak 515 °C, entension for Ms at 72 °C and final extensdon for 5 min at 7F °C
Amplicon purification ws carried oull ming QlAquick PCR Parification Kit (Qiagen,
Hilden, Germanyp, according bo the protocol provided by the mana Eacturer. Concentras
tices f purified PCR products waas measuned usisg & Mmoo J00 spactrophahomater
[ Therme Fisher Sclemtbl& ), In order o make standard ourves, a serbes of dilubivns was
prepared for cach analyired gene. Standand curves were developed following previowsly
nl-pml:ni el [2a].

Talde 1. Namw aned sequeenan of disignd peimers B oo L and 16T sicquenirs pen.

M, Cone Name Prigner Sequence (53 Presucl Siee (bpd EMFE PHEI'T::J E’ Tw U0
FGOTACTAGCACTTC AAGCR
. Ll CTCTTCTCATIGEATOES e b 0.4 ga
= FOOUUATCTTOATCTIOT IO
=z Liay CT T I AC ACCTTOR IR T 1NN} S5

24 Sedection of Befernior Comes for Chussdtvetine PCE

sl s oo ipasntitative PUR s asually sefermed o the refesence genes thal are expeciad
fir e stable expression profile ina specific esperimental setup, Based on the literakune
data, four common whoal genes wone selecied (Table 2) s candidabe reberenoes: TURE
i - Tudtulbin, LT76897), ARF (ADIMriboaylation factor, ABISWEST), BLI{Rrase L inhibitor-like
probein, AKIIHT 1) and EF3-1 (Elongation facior, X0 00IERR08} |27, 28], They wene
tesled by perfoeming PCR amplification on dDAA ponled amay (samphes oolleched at
12, 24 anid 48 hpi), fallows] by electeophaonesis (10 Vfom] in a 2% aganme gel (Figune 1,
Table 2} At ihis stage, nomspeciiic products were obtaimed for ike 801 gene after real-time
PR meactions, which was the cause of discanding the refenencoe gene, The odcurmenoe
of nomepevific pn.'d-mu was observed by analyring melliog curves. Foe tbe memmaining
candidale reference pienies, a stanidard corve was diveloped vaing the ssme approach
an for L3 and Lra7 g (encapt b prisner anmealbng lempeeatin ) 0 Ipsteadd of
835 “Cp Adber analvsis of standard curves, two gences with the highest efficiency values ard
RE = 008, TURS anul ARF, wiere selectid as refenmces for quantitstive PCE (Table 2)
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Tablc 2. Primar sy for s b pelemenes semes
forme Narr V.rrar g bi Prosds | Py b rspmrme 180T AT R i ey K Tal €1 Sdpr Proshes iy
- . . LERCE T p T [ Py Tyrig ity | = o —_ »
. Tulvalla G T AL CTTOFICCOATO D & .} '
LT 1 ~lwendram e 7 i L] akn AL
L1} K | it B b e Jut
. LR TLA LT LTRT e
AT A T AT T TR LR -
[ P | e L '
. L [ LA LT LT T T T AT
~ 50 bp

Figare L. Agarces gl eheciropdaiegiam showing ampliSoation sesulls for ehrenoe genes; | =TLIEE,
2o ARF, BT, e EFE ), M i sl ; B0 B [ONA Lad der (REPPORN Cametics FURENTE Cmibd )
LA, Croanhibetive {Keal Thael PCR

Exjpression analysis usang realtime POK was perlformicd in Sewell pleles (Eppens
dosf, Hambung, Germay ) uséng iTag Ui versal SYBR Green Sapermix and CFX Connect
Kvals Tima B R Debec o Sysbem §BioeRsd ), The composition of e gUCE reaction mix

fure was as follows Supermix—3 pl, “forward” and “reverse” primers (10 pi—05 ul
vach, i ledse- e waler—3

1] A e plate—] ml. In scoomline wikh cusnem
MIQE recommendations for the validity of real-time MCR analyses, for every geno-
type/ Hme painks fhawe biohyncal replicabes wene usee . andd thiree techinical 11'F|1..|F_u-
were preparcd For each [24)], The qPCE peacons were performed with BTC no templabe
caniral ), representing thee reaction mixture isseld, and with inter-run calibration sample
CAEF], botl vwere apiplivad in Elieve doghaical replicates. The bl inviog e pera it peodile
was used for guanbitative PCR: imitial depaharation for 3 min ad 95 °C; then, 40 oy
didburation fog 10+ a1 %5 "0 snd anmdaliang of rnsds fof Whe ab 53,5 O (L amd Labr
g or &0 L (DS and AKL ) with Fluorescenoe measurement High el wtion DA
malting was performed after PCR B conbrol the specifcity of amplification: melbng
Eemperature range 6359 "L every 38 thee lemperaiune was ncressed by 05 0 and
flusresceros measurement was faken, Calculations of AACq included both refenenos
i wsing LFX Maedro [Be-Radp

16, Erpwesiod Amalieds of sUEMNAR Lleomg Dvople [Mpial FCS

I Uees sy, e expevssesdin of T Bl KMNAS el ANy, Ui K0S, Ll B9
related to the Lrdd was analyeed, Available databases for commem wheat and liseratare data
lial il i iR usicubes codnpleriamiBary Lo B Lob? jiviee, The ool sevarraie ol e

L gene | TeraesCSTOOCEEND 1T was dovweibsaded froon the Ersemibl.
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Plants dsishass for commanon wiseal fiips: / planis erseemnb oo/ Tritioum_assiivum
e B, anxessasd on 7 April 20210 was analiveed in the paBSAtngpet database (hitps
¢ f planegrmonobdeong / pelNATarM S, aocessed on 1 ]anu.:r:p 7 The “Subenit Targe
Candidasis” ophon was sebeched, which allowed analysis of the sebected sequence and
srarchivg for melabed miRM s The sequincis af the thee miBMAs analyzesd woiee foumd
in: the miRBase database (hitps:/ fwwowomirbase g/, acoessed on 5 June 200 and,
g the Integrates DA Teehnalogies (TOTH webaite (hitps:/ fea ddtdna.oom S pages,
accessed on 15 June 3012}, stem-loop primers were designed for miENA reverse trans
scriphion and ddPCE resctions acconding fo the protoca] [ 30,3 ], The primer sequencoes
inbrelid for bath meactions ame shown in the listing (Tabliss 3 and 4, The specis Tritkum
gestivum was selected and the names of the selected miBMAs were searched. A mature
srgjner i resjuainad o design primers for complensnlany miksAs, so the “Mabine
sequence” funchion was selected. The enirVana™ miBSA I=olation Kin wiith phenol
[Thermi Fisher Scisntifich was used booectract the BNA fraction containing miRMNA,
whseteas the conoentration and quality of isolates were measured spectenphotometrically
wsing Manelkop 2000 (Thermis Fishor Scientific], The cancentration and quality of
Eher Esilabid BPA was checkind usimng a q-rmmphlhw [ D bsdimviag, Wilmbmgion, [HE,
USA) at 360 nm. A fixed ameant of isolated EMNA (1 g sENA and 1.5 g total BNA)
s fevers ransoribed using SuperSoript IV Reverse Transoriptase (Thesmo Fisher
Sclentilic), stemelonp primsers and the follvwving protocol: incubate for 30 mim at 1o "C;
Bl eyl ot PO foor 300w, 42 0 (o 300w and 507°C for 1w anad mewhation at 85 °C b
5 mim. T quantify the raimber of miENA moleoules in plant samples, a ddPCE misture
composed af 10wl of ddPCR Super Mix Eva Green (Bio-Ead ), primeers (bo reach final
concratration of vach priser 200 nl), femplabe (rvierse transceibed, clongated miRRA)
arwl KMase-froe HyO was wsed . & 50 ul reaction michane was used o gererate dnoplets
i an Sl cartridge placed i a QX 1R drplet geisratos (Bio-Bad Labarateries, e,
Hemules, CA, USAL The dropiets were capeiully transfermed tooa Sewell ddPCE plate
arul heat-sealid with fodl (Bi-Rad) Then, cEA was ansplificd ina THE PCE thermal
cycler {Bio-Had) arder the follwing cycling cond ifions: S min denaturation at %% °C,
fodlmyed by 40 opcles with a thoee-step thermal profibe of 30s denataration a1 95 °C,
s annealimg at 58 °C anal 45 s oxlemsion al T2 O Subsequently, the proclucs wene
ept at 72 °C for 2 min for the final extension, After amplification, the products wene
cirtliad 8 4“0 Fog 5 i, then heated bo 30 °C For Senin and finally coslod again b
12 “C The droplets were quantified Ina QX100 droplet reader {(Bio-Had ). Data acquist-
tioen amwl analysis were perfonmed wsing CiangaSolt sofiwane (Bio-Easd), Posstive droplets
cadaining ampldicatson products wene distinguished feee negative dmp]-ﬂi. Iy wridimgy
the Fluarescence amplitude threshold o the lewest value in the positive droplet clester.

Teble 3 Ssem-boop primer sequenoes designed for miERA reverse transcripbon nesctions. and

i vrsal primees

Coeni R Priman Boamse Sirm-Loop Primees Segeencs 5.1
I KT mifwith PTG TATC LA L AL UL AL TA T A A TR AT AL GAC AT
Lk 1 HT millsaa GRUGTATOL A IO AT CAGL TATCUTC AU TOGATACGACTICACA
1 ET miif3Th P AT O A= P A S O L A AT AT T ATAC RO TAT
- i Soralsiad sham RMA [SUE) AU AL A A UGG LA OO ULSCA A L
il 5 SCR:Ferwand Y ATAGGOC AT AGC AC TOTOCCTACGTCT
Tbde 4 Primers designed Tor U reactions 1o analyse mikMAs exprossion.
Crone Mo, Primer Nama Frimees Sequenee (5 -5'F
I emiRPaRTH F AL AGTLCCANGGTOTCTT
Py F 3 eI F CECCUGETTIEITTTTATG T TATTT
a emRPaTTh F ALTCATE AGOCOC AL A
4 Lniversal R CCAGTGEEAGGGTOCGAGGTA

108



(e 23, 1, 1500

LE RS

1.7, Preparatior of Le3d and Lot Amgplicons for Sieger Sequencimg

Sanger sequencing was performed 1o confirm that the desired amplicons were
ahtained for the Lr3 and DA67 gene and o characterise b diffenmnces betwoeen the pe-
sistant genolypes and the suscepaible genotype (Arthgas® vanety ], For the Le3 and Lred
genis, 5 PCR reacBons were performesd for the comesponding primer pairs. The compo-
it of Ehe reaction miafune was a5 hollows: noglease-toee HyO—1000 jl; balfee—4 ul.;
ANTE CE pbd b—1 6 bl MgCl (25 mb—1.6 pl: primer F (10 p83—05 pl; pr [
(10 pil—05 b polyenerise (5w pl)—02 gl and template—105% sl GoTeg™ G2 Flesi
DNA Polymerase reagenis from Mromega were weed (o prepare the I'CR eeaction. The
fodlivacingg amiplification emperaturne profile was usedd; indtial donaturation for 2 min a1
A0 fodlosied by 38 cyclies: denaturation for 1 min at %8 °C, primer annealing for 30 s
at 6 °C, extension for Mis at 72 °C; final extersion far 5 min at 73 °C and cooling to
4 U, PusilEcatdon of the ampliEoes was periormed ssing QLAguick PUR Perification Ki
ilagen), according 1o the protocol provided by the manufacturer. After parification, the
samsphis wone resusjperidedd in Elution Bulfer oo valume of 30 gl Sanger sispeencing
was performed by Cenomed (Warsaw, Poland). Obtakned resulis were processed using
Cremarions sodbwar,

LB, Satitical Asalysi

The Kolmogonn-Smirmoy bl was ased fo test the mall hypothess that a set of
marmalized expression data lor a particular gene and hine comes from a nedemal dissribution.
This tist vwas passisd for sl gene = penotype combinatons exoept Le3d im TOSRDGES and
el YT I MPHS dpevalues (WS and 0023, nespectively) To assiss the equality of
varianoes. Brown-Forsyihe variant of Levene's lest was caloalated (passed for all tested
Hire point « peie w genedype combinations). For compasisen of mearns, o waetalkad
t-Snsdent was perfomed. The follewing comparisors. wene performed for LeSd and Led?
ertaes dnl shuclioed s A (i) expression in each exasmined Eme point alter incculation va
expecssbon befooy imoculation and (U espression inesch exaenined Bme poind va. eagiession
in a correlated time point in Artigas line cirmying sosoepiible allele. To hest stabality of
reference genes, e followding comparisons were perfoemied: cycle threshobd (2T) vahoe
each time point after incculation vs. ©T value before inoculation (Supplementany Table 834
This hest sevealidd ssgnifican) incresss i refeneree o T values in somo comiparisns, mnostly
at the beginming of experionent or in the middle time poings, that could evenbaally result in
nemade i caloulabed enpression of studicd genes. Howievern, inall thess cases, exprission
of sbuidid penes was not significantly increasod; thercioee, cbserved transtent instabelity of
meference gerwes dic nod combribate b false positives, For vissalizaton of gene exprssion
gisiells, Cluster analysss (UPGAA methad with the Euclidean distances was porfosmd.

3, Hirsulis
AL Exprrssion of Genae Lr3H ad LofiT Getnies in Amalyzed Virieties af Dgfferend Toee Pedmds

The respunse af the LM gene o iraoculation with 1 trking was anabioed in hour
spring (MI%h, Glenlea, M%“Hﬂ]ﬂmmmﬁ%ﬂ]mwﬂ
warictios al fve time poings 00,6, 12, 24 arsd 48 hpis All varicties esoept Glenls peveaked
a dicredes i Lrld EnpEUsn bl dnrnediabely alter mocubition (kb Figuse 2. The
Gilenlea variety alse nespamadind in the same way bt with a slight defay (12 hpi). Meamehile,
atlhaEHnu-PﬁhlAmgnm&quﬁEmPnd:dmma Tuiribur devieass: zn r:.ld:wkrn.
After 24 h, an imorease in Ledd expression oooarned inall varkstios eeoept for TXSS00S,
meaching in Glendsa and Lerma Fojo hevels similar fe that Defore imoculation, Suslied
cultivars signdicantly differed in Lr3d expressicon at 48 hpic in Glendsa and Artigas it
reachisd the masimmiam vahees, wheteas in e otber cultivam it reached the mindmam
CTRE TS anad MPSSR) 0 very close o the manimmen {Lerens Hogo), Observind diffemmnces
im enpression profiles did not follow differsnoes in plant phenology (spring v wimber), it
whicrld b noked Bl dequ@ukmt ropresalon afler inocualation, Ledd expression did
mit drop belosw the lvel observed inothe Artigas® variety (Raving a sssceptibility allee) in
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all st Hme podnt = gemalvpe combinalions cxoept for b bipt Lerma Bojo. 1 appears that
thee Lrdd pene is expresscad at 2 relatively high bevel regandless of inocalation. sehile after
inoculation theme is a rapid decrease im exprossion (nealized withim 6=12 bl 1n e Bnes,
this discrease was trarsient. In Glendea, Lermas Bogo ared BTB4S, the decreass in expression
was statistically sigraticant (p-value 0OE-0088) The Lack of slatistical sugppon for Artigas
ared TXEADEES reault= fmom a high varianoe between biological replicaies.

Ealid Fay

Gileniea
Artigas
Artigas®

8 & § %

Figre & The Bsiafmap diagram shows The expiessacs proliles of the LeH govse obitained using
fuantitative srakbirmg PCH snalysis. The assay ncludodd refosmde varebos of commen wiheal
Gibenlea, Artigas, Astigas®, TXRSERLS, NS4 anid Lemma Keyo) s four time points (8, 12, 24 and
A% hiplh K i boates hoswey nelative cxprosson s yellow edicates higher espreslon

The Ln6i? gene, as companed fo the L, showed a partiolly different expression
paterm also sPuvan !1:..- the analyess of varianos (Fgune 3k 1o Bhe cassr of the Artigas,
BTHan and TORINE5 varicties, 1he expression of the Lo geme docreassd mmediately
atter irecw lakion (6 and 12 hpap ars] began fo momease alter 24 b B the case of the Lerma
Fop varkety, LnbT pers expression decroased affer inpculation and fuctuated theroadfter,
while in the Glemlea variety, Ledd exprossion forst increased {6 hpah and then deonsase]
reaching a minlmum at 24 hpd, lollowed by amother increase ab 25 hpi. The a7 gone
i Artigas and Glendea varicties nevealisd o similar nespomae bo stress like the Lrdd gonie,
surpassing in at least one time point after incculaton the level observed in control
plants. In the Artigas® line, carrving & susceptible Lrél allele, changes In expression
Frviels melative 1o thee firsk ferm were nob statistically sigrificant, This woubd imply that
onby the functional copy of the gene is regulated. Bozh bested genes are ransporbers,
and as such may have a pemarkable effect on the phenotype in terme of the level of
accumilaibon amd sececiion of the compounds they transport. Ieeecstingly, both gones
showed a similar responsee to inooulaticn; the correlaticn between them was (675 and
thuad vl k5 saatistically signidfcant (pvalue = L0003, On the other hand, considering
the difference in expression levels relative io the first ierm in each line {response o
Eneubation], Ehose diffemenoes wene stabistically sigrificant for bobh genes and for Hue
Glenlea, Lerma Bojo, NPSES and TXROD35 lines, but only for selecied time points and
anly in the direction of a decresse in expresasan Supplementary Table 511
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Figere 3 The Fesatmap diagram sbesws fhe cugrmmsacn [llr\nl'llur-l off Hrwp Lrid gowwe obained using
quantitalive eeal-irme PCR sralysis. Tha fesay ndchudiod rofomrie varsetess of comimen wheal
(THEsle035, BPsd, Lerma Bogo, Artigas®, Glankea and Astigas) o1 four time points (%, 12 24 and
A% hpdh R indicates lovwer relative evprisson ard yidling mdicales higher gene expavsalon
X2, Sanger Seeewcing Results

Daring quantitative PCR analysis of Lrd gene expressson on the template, differenoes
in medang femgerabuoes [Ty b woene ol=erved Betwen resistant and ssisoeptible vamietios
[Aurtipas®), sugpesting putative differences in the sequernoe oF the obilalred amplicons.
Simvilar observations wene macde for the Lre? gene, Sanger ssquencing was performesd
et verily i thene ie any polymonphism. The sequence of the Lr8 gene was comfirmsd
ki b complementany 1o the region 140680141853 bp on reverse-complement reference
e hisris ST Fl43a83 0, hg}.!lu'li.l'l_l s T and B URT h,l:l- Ll e ol e TR
Imsertiom that differentiasie resstant and suscepible accessiors. The resulting produoct was
lentical o the neference sequenoe with several heleroeygous nucleotide positions. The
alternative nucleotides present at helemeygoas positions which correspaond bo homologs
localizesd in chromosomes 44 and TA, For the Leo? gene, a TR prodoct was alignisd to the
Fogion kwalized at 1730501467 bhp om refenanoe Lok loous coquesnsse M504 i 3nd oo,
191 bp downstream of the 11539796 [LewuS7 / Yal) substitation distinguishing between
sk | anad u,l'u:l_l'lnlﬂllu dcrasioaiis, Ui Paibvind s fied Lol wias et Bed (250 0],
cinrresponding o homodegs present inodA and 46 chromospmes. Seguenoes of both PCE
prexlucts were providid i Sup plementasy Table 52,

3. Expresiion Peofles of miBNAz Associalnd urith the L3 Geowe

Analysis af milNA molecuales uaing GAPCE revealisd a potential denvnnsgilagory
link betwern tac-miH3%3 and Lrid gene expression in Artigas and Glenlea cultivars
(Tarle 55 B thee Artiggas variety, an incneass of tee-miR85 3 copy number immediately
alter inceulation [ lpi] was obssrved, putstively commspondimg o a deonsase in Lo
gerer expressin Systematic decline of tae-miR%65M copy mumbser that oooummed n farther
Bifsee poinds corelabes Wil an idcredse im Ledd o eapiession obeemced il varey
A similar scenario wis alse revealed in Ghenlea. These resalts indicate that be-miBS55
enay comiml B degradation of Leid gere tramscripts in e fwo cultivams, Interstngly,
the Artigas culbivar reveaked the induction of all three shedind mENAS 0 resporse be
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kneculxiicn; howerer, these changes wene onlly sialistscally shpnbficant in all bme points
for Rae-miBG5h, The comparative data ane shooen as a heatmap pliol for tee-miR8655h
expressann [Figune 4)

Takde & Copry rrmier of B RS ovarvsprmsig, o ks expression kvl in the analyoed varistios;
bewied Do msodulation kel aller &, LT T4 and 48 hipi in bologloal and echnical neplicales laverags
vl or adll replicates)

Comman Wheat Varletles 2T iK% Concentration (Number of Coplesiuld

i hpl s pl 12 hpi 4 hpi 14 hpi
Artigas ) L4 1087 i )
Ghenben 56 b o] 1117 f5 A

Lerma Hogo (e K b F L= uH
Gt iz A21 T a1 114z

THASDRAIR 1378 7 1475 LIl ‘ez

Lema Roge

g€ ¥ & §

Figaare 4. The Besabmnag shiorivs fhe eagorssee profles of Dm0 molaoaks. The fel coles
indicaies downnegulation, and yelbow isdecabes upregulation. The assay inchabed redenenoe varsties
of commaon whaeal [TXRSNE, TR, Glenles, Lomma Bogo ael Arsigash af foser time points (5, 1,
4 arsd 83 hpi)

i Discassion

Rawoent insight inge the schentific progness in deciphering of maleoular mechanisms
underlving wheal resistance b0 beall nssi led bnothe corclusion that further search foe diveese
ared durable pesistance b0 leaf mast shoulbd hamess advanoed oods and tochniques 2]
Upleratanding the mobecular bais of difonse responss will allow (he develoginent of pew
strategies for rust reskstanoe inoswheeat. Even in the presened study, the well-established
ek and Leod genas shiwoed didfrrences m ocopression profides Bedvwoeen oultivars, dispibe
the peesence of the same eesistand alleles. 1 may indicade that thene s snme vasiabiliay
baetiwern studied lires v regulsiory pathwoys acting apatream of theese povees. i one of Hee
sk fecent papers 2] sesarbers condorted an expression analysis using qRT-PCR aflber
runciing the Le67 tranagens indo barley 1o analyee the resistance response of seedlings and
anduld plangs hs inleetion by the kal nest pathogen Seed ling nesistande to the basley-spocific
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diseases P horded amsd Bliwsserks grassings £ gp. hordel was secn in stable irarsgens Lrédees
buarhey Bines at 24 b postinocalation (hpil Leo7nes was b So theee times mooe inadaosd
in the Lebfees lines inllowing the inoculatiom of bu’n;'j. plangs with Paccinig fordet. Ad
T2 hypi, Lt ewpression refumned b basal levels, and controls did nok exhibit induction
Mlemerr, hagher exprvssion al pathigenesis-neated (PR genes sl varly sonesoomee wene
bxith seen in barkey planis harboring Lrofres.

Cerreetic enprossion regulation is one of the factoms. that detemmine a plant’s susoep-
tibality or reskstance. Nevertheless, i should be nobed ihad sich proteins such as ABC
transporters may be e labed by maultiphe signaling pathways and pesponss o diffenend
way b difenend pathogens, inglading ransient dovwnpiguladion [13] In aus experisments,
we revisakisd that the resistaros responae of Ledd gene in Glenlea and Artigas aalbvars b
imimulation with 1 iediine posrenblisd eapected senarie o an active antifuiggal aempeml,
b, Imcrease of expressbon afier colon zaton of plant tissue by the fuegus. In the work of
iy et all 20S], Lr34 gene exprossion was analyeed in mesponse o ® inticing mfection
of wheat., and scceeding o the anthors, the Leld gene shows disease developeneit, but does.
nit shop pathagon ot L)L [#s resistance phisnatype resemblis busal plant immuanity
rirsailBityg From TN ol i gereric Bumgal elicitor or pathogin-assoviabnd il ilar
patterns (IPAMPsh Leaf tisuoe was collecied 2t bao time points 3and 7 days (days postinee-
ulatinah, The above st was corducted on lines cortaining Le3Hes, which shownd the
induction of several PR geres {pathogenesie-relsted). Fole keaves taken at 3 dpi were
examimisd and foumd sigeihcamt opmegmlatson of PR-1, T2 ardd PR-X after infecion, This
resporee ab the metabolis kevel of the plant did nod perskst for 7 dipl;, this may explain
wihy the Lrid gene is characteriesd by sbowing down the pathogen rather than inhibiting
dimas developrent. Researchors” studivs indacate that Lei-induced msistanoe imposes
a high evergy demand, which leads o the induction of multiple metabolic reactions o
support orllulss eneigy mquirenerk. An abecishe acid (ABA} has been propassd as a
candidale molecule that contrbutes o Leddres-medialed discase resbtanee |19 Endesd,
the exprressicn of Lrdd in ransgenic barley provides nsistanoe b leal rust and leads g
the accumallation of ABA at the leaf tip and the developmeent of keal tp necrosis | 3550
Therefone, apregulation of the Lr3d gone after infection should be expected a5 defonse

mavhanisim

Recent work | 18] has described the interactions of these two APE genes with other
Lr messtance gemes, The rescanchirs compuned the effiects of Lrdd and Erod aloese, as well
s in combination with Le23, Ll ar Ll The Leo? and LeSd geres significantly reduood
thar livel of severity of mast dissasi, L shineed a significand inferaction with Lel3 unlike
Lrid. Both genes interacted willhy e, andd [raS had a signdiicant interactbon with Lrl2. This
amalysis demonstrates a similar offect of the LefT gene, as observed for Lr3, = inberact
wibth i restslance genes e achicvs better levels of petstanc: than single restancg s
The nescarchers supgest thal alibough Let? is nod widely used in agricalbure, it may play an
Empartard podie in dissvase resElance @ hituee wheat vamete.

I the peescnd study, the pupression of camd sdate miBEMNA modecibes (taemi B985,
Rae-mi BRI anud tac-milS6TTh) ket could be hypothetically associabed with the Le3d
resmlance geie when the pland psponss b leal sust deease wis analyzed. O of thews
genes, tac-miR%e53h, revealed an expression profile supporting the hypothesis af LrH
AN A W!dmy. Wl e, o Qo L e [rr¢1l.rnlmq.rﬂu.|.'lhﬁ. with analysis o
oomplementary miBM st the Les and Erit gene [592040] Previous studies have already
repoted] that the maRNAs anabveed B this sty may be involved in the misune neponse
#in baorth biokic and abbotic stresses. Accopding o sfudbes, te=-miBY7T3 plays an Importan
rule i e baotic sbress psponse in wheat [41], Kumarot al, @OIT) in their woek analyzed
B mth’.hrrmHnLlﬁ.mpfmuwmkal ritsl dlisenes ising wheal vanstics wilh the e
msistanos gepe (resisbant ] and varieties lacking the Le2f nesistanoe gene (aosceptibde) 1421
The sesearchers weod stem-loog I-I.'I'-ql'l';"l?!ha Wdenkily and aralyee hlrﬂpﬂmh]n. The
reranchers reporied that the reoults of heir analyss dhowed difienential excpression patiems
of wach miKNA, which may imbicabe thear diflepential mobe af different Hrw paoings after

113



(e 23, 1, 1500

17 1%

padbogen infection. The macimam expression of iwo mAEN As, Tapd B 119 and TamER2 %,
ocourred at 45 hpi while four. TamiR148, TamiR151, TamiR383 amd TamiR441, showed
a maximuam expeessson a1 12 hpl In comrass, theee more siBENA molecules (TamiR218,
TamiBA5T and TamiRA58) showed a maximm expeession at 168 hpi, which may indicate
gharir labe i nespnsse b lead nest, As the pesearchers have poingosd ol a significan
oarnelation was obaerved for all the anabyzed miENA mobaoules, whose pathogeneindsesd
expresaion levels were higher in susceptible plants compared 1o resistant plants, which
mnay indicate an important role for the Ledd gere |32 L et al. (207) examired vanious
iR As aifter ex posing whaeat 1o phenanthrene, including miE¥663h, whose ecpoession was
diwrnegulated [41]. Bna sy ondnoight stness im comimson whead [43], authons oosidaeed
the rode od muiENA molecules on the droaght response. The ooy miENA sappressed by
drmaght in the desaghi-tolerant vanety was miR9653 (i lusling miR96530 and mikwesih
membersh In contrast, im the moee seresiibve wheal variety; the abundance of miBS%%h was
incnrased by skness, while the nammiber of miE%63 was unchangesd, Unfortunatedy, thene
i sl Bmsited know bedge aboat the role of miRA530 in plant pathogen siness responces.
allbit it weas showam that it is positively resporsive (o Fusarium graminagrum mfection in
canieiien whseat Einws carrying the UM, FHY mwistarey hnas [44].

5, Conclusions

The presenied study showoed that the expivssion af Lrdd amd Lri? geres variod o
selocted time points. After the inoculation, there was a decrease in the lovel of gene
expresshmn in most e, ancd then an moase b she level Tefore was alservad, The
immune system responded most effectivedy in the Glenlea and Artigas varetics, as 48 h
after infiection the v pression Jevels of bath genes exceecing thsir beselme scpassion leoeba
Bazed on this stady, in the case of the Ledd gene, the activation of the immune system
in all aralyeed varsetics was mevorded 3 b after imoculation. On the other hardd, the
Ll g shwinanid differeniial expressions within varictics, as shoavn h:,l il analysis of
varance. Finally. the Artigas and Glenlea varnicties responced mest strongly o stpesas,
as thee enpression level of Hhe Lie? gime 48 b postinaculation, ke that of the Le3 gene,
exceeded the preinooulation basedine. The resulis indicase that Led gene exprossion may be
bikscled by bae-miRS655h complementiry his igs soguenor in Artiges and Clerles cultivan.
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Table §1. Changes in cupression levels post inoculation (L., relative to the first tleem) for the Ledd and LT genes.
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Table S PCR product sedquences for Led and Lefi7 genes

Gene

Line

Sequenoes

Lrid

Artigas®

GGTAGTAGCAGTTGAAGC T TCACAGCCAAGCCTACAGACACATTATATTTTIOAAGGT
ACCOCTTOOCAAAACATCTAACTTTATGCATAACTTOGTGU TG AAGGCACATAGGAA
CAAGATACTAACAGAATCACAATACTCATTTATT TG TAGATCATGGLGCTAGAGATA
TGOGCAGACALGATGG

Glenbea

TTCGGGATGCAATGAGAAG A
COTAGTAGCAGTTGAAGCTTCAGAGCGAAGECTACAGACAGATTATATITICAAGGT
ACICTTCCCAAAACATATAAGTTTATCCATAACTTCOTOCTO AAMGGCAGATACGAA
CAAIATACTAACAGAATCACACTACTCATTTATTTCTAGATCATCOOGCTAGAGACAT
COGCACACACGATCCTTGGGGATGCAATCAGAAGAG

Lrd?

Artigas®

CGCCATCT TCATCI T O T TGOS TGO LT O TOG TCATCTOC G TCTTCO TGO TCTTOTT
CCTCCOOCACACCAACAACCTOOCCATOCAGGAGATCACCOACAA G CTGTORAAGC

AG

Clenlea

O ATCT TCA T TN T TS TG G T U TG TEA TE TG TOT TG TGO TCTTOTT
TG AGACCAAGAACGTOOCCATOLAGGAGATCADCGACAA GG TG TGLAAGT

AL
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Table 53, Change in expression levels after inooulation (Le., relabive fo the fist berm) lor neferenos genes TLERA

and ARF,
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P3. Expression patterns of candidate genes for
the Lr46/Yr29 “slow rust” locus in common wheat (Triticum
aestivum 1.) and associated miRNAs inform of the gene conferring

the Puccinia triticina resistance trait
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Expression patterns of candidate genes for
the Lrd6/Yr29 “slow rust” locus in common
wheat (Triticum aestivum L.) and associated
miRNAs inform of the gene conferring the
Puccinia triticina resistance trait
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Abstract

Laal rusl caused Dy Fucrinid baicing (P & ons of e mos! mpaciul (REaanes (L] sul-
stantial losses in common wheat | Ticerm aestivum L) crops. inaduit plants nesstan to PT,
a honzontal aduk plan malstance [APA) is ohserved: APR prolocts the plant against muli:
pla pathcgen raced ard I8 dabnguiahed by Gurabie pefnalante unces production Concions.
Th Lrélfi'¥e9 ooy wars mapped o chromosomas 18 of common whoat gonomia, but tha
idpniity of the undsrtying gene has nod been damansirated aithcugh sevaral candiclate

e b ien proposed. This study simed 10 analvze e xpressaon of nine candidals
gones kncaied af the Lrdfe Y29 iooues and their fowr complomentary miAkLs {ine-mifS 384
3p. 1ng-miRATRD. tap-maRBTTS, and tae-miR164), in responsa 0 Prinfection, Thea plian
Faberiahe heshad il S ralorancs cullhaars in wiieh B molecular mcker sol VISG2ZF
associabed with th Ledd Yrkbased PYrosstancs wis identilied, as wioll as ong susceptible
ool Gulthir, BHCHE SIr0RS Was inchiced i &dul plams Dy incCdation wil fungal Bperes
undes conliroled condifons. Plant malerial was samploed before and &1 §, 12, 24, 48 hours
post nocuiaton {hes), Diflerencos in expression of candidate genes Al Hha Lrda Y 2@ iocus
wers analyzed by qRT-PCH and showed hat e expreasion of tha panas vanad al the ana-
Iy lirmes poirds. The highssss eapression ol Lad8Y 2 cancidate genes [Lrdf-GuT, Leib-
GIF, LA, LS ALK, LrdGALKT, Lr4f-ALNT, Lrds- ALK, Lrd6-Snew, and Lrds-
WRKY) ocourred al 12 and 24 hpd and such axprission profiles wand Jhiainesd anky o o
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Iribeting tacioe i the rosistance responsa o Pt inloction.

Introduction

Comman wheal ( Tritdeum st L) s one of siaphe crop species of enosmoous. globall mmpor-
tanoe, Warldwide. wheat cultzvation i extiremely relevamt e i1 is connecied with the crog's
large share in humam amd aminsal natrigion. Carremily. the prinsary directions of wheat breed-
figg Feszus ity o high vield hagh commencial guality, and sesistance ta Binthe aid abiic
stresoes [ 1=3]. Among the neost threalening diveaes keading to sehstantial losses in worl s
wheat croges B leal nast caused by the fungus Pusimds trineing Exdc (M), I coosrs mnofe fre-
quently tham other rust dissases and bs comparatively more prevalent worldwide [1). Whea
leal rust contribues substamiially bothe crop losses |4, 5], P i an obligate parasite capablo af
producing infectious. uredimkospores that can speead over long distances, which may result in
am epsdimic of keaf rust on a naticnal or oven continmial scalie 5], Scientists’ elfaris sne being
focused on the possible future threats posed by climate change that remders negative inpacis
on ghibal < rop prosduction and food security. Modern breeding bechnologies and bialechnol-
afy ibrategies are valushle ook o oreate cimante-smen onsgs. In sddition, to understand plin
respromses umier varinus abiolic amd hiotic stresses, the most argent need curmenily is 1o inves.
agate their mespectine geneti basis aml nsaleoulas mechenim [7], la 3020, Prasd a al [5]
amalyred hundreds of major scientific reports on mechanisms of plani resistance 1o fangal
pathosgens, incliding Pr. So far, the uisher of sdentifial leal e resistance genes (L) s Him-
ited, amil potential co-expression data have not et been sufficlently examined. To wnderstand
ik variahility of Lr genes and the malecular mechanisens usad 10 activate thesr eupression
after mnfection, the pursait w clone mode Lr genes s esemtial, The search for diverse and dura-
ble resistance 1o P mast continue using advanced tonls and 1echniques, mdoding molecular
meihads [3],

Commeon wheat [ Trlfoum sertieums L) is an allobexaploid species (20 = fx = 42 chnomao-
sonses; AABBIEY) as 4 result of its dynamac domestacation history [£]. This polyplosdy is the
rexult of two rounds of bybridization: the frs imlerspecific betwoen T wrariw (n = 2x = |4
chromowmies: AA) and Aspilaps spp. (genoenc BA) then between T, furgiduns (1o = 4= = 28
chiromsosomes: ASNIH) amd A. feuschid (2n= 22 = 18 chromesomes: 0] (% 101 The result
ing conmrmean wheal genoene is exceptionally lange {approzimasely 16 Ghpd amd, similar jo
ather large plamt gemonees, (ts repeat seguendces (including: retroetransposonsl scooum for as
mvuch as ghout 5%, Orer the past decades, nemenous studses have led 1o the idemilication af
approgimately 100 L genes and many impostent quaniaiatie tralt kgt (T4 on vasieris
chiromosomes of whest gemomse [11, 12]. However. due to the sice and complexiiy of the
whial genoene, oaly a few Lr genes have been clonsd s G5, Thess inchide seves genss (el
Lri Gy Ledi, Lrid, Lrdd, Led?, and Ertd) clomed by clissscal map-based cloning and four genes
obeained by rapid pesse-cloning approsches (Lefl, Lot 3, Lrlda, and Le22a4] [ 5, 13], Genstically
determined resistance bo P has bewn characterized hoth in young plants {seedling resistance;
SE1and plants at the mamare stage {adudt plant resistancs; ATR)L APR incharacterized bya
iomparatively gresier persbience than SR | 14). Genes that underlie APR confer guantitative
resistance, alsn knewn as horizesital ressstance. that provides trait stabiliny and reduced risk
aff fubure sasceplability. Mapority of charscterkeed Le geies confer the SR Iype reskiance ol
i soedbing stage and are race-spoecific: exceptions include the lew known ATR genes soch as

PLOS OME | B ool oeg 10,137 iouemal pone (009044 Saphember 6. 224

2724

122



PLOS ONE

Dhinzgtaring LrdB YR Qi & rFiAS in et nusl niietancs

Lrdd/ Yrl8e8rk, Ledds Yr2ars s, Lrd X ¥ rdd/Sris, and Ledk [15=18]. In the APR-type M-
resintant wheat cultivars, the obeerved slos rest impacts manifest 2 partial but dorahle Py
resistande | 193], An example of a gene with sush resistanee i the well-studied LrH gene

|20 25). Lr gemes have been asccesdfully aeed in many breeding progranss to develop novel
wheeal cultivars with improved pathogen resistance. Carrently, only a few APR genes, such as
Lrd and Lrdf, are mewninglully uselal in Py resistanee brevding and are wisdely wsed in
'nh.ul.h'ﬂdlu'ug_ |z==271,

The Lrds REnE Wiy first described in the culthar "Pavon 78' [22]. Wheat genotvpes showing
Lrits'y'r 22 are characterized by resistamce 1o leaf and siripe rust pathogens; in additson. they
have bevn characterized as danors of rodtancs o powdery miklew (Pm39) and fem nast
parhogens (5e58) (6] The pssociaied logus LoV r200rsi P9 was mapped 1o chromosome
IBL, beat the specific genes are yet to be identified. Based an high-resolation mapping of wheat
O rmcws TAL, 13 candidabe penes for Lrdd/Yr29 were selected and amalyred [29]. However, it
rermsing ums bear whether this kems of resstanor 1o multiple pathogens is the result of the ploie-
tpip actinn of & stegle causal pees or & senall clusser of tighaly linked genes [30]. Detailed
fumctional cheracteration of the Lrde/Yr2% s esaential fo deternine the allelic varishiliny of
the genel(s) thal underlies the Py resistance trail and fo extablish e molecular mechanizmish
ool such & function [20]

Resbtance and susceptibiliny are regulsted by mechamisms for rapsd recognition of mvad-
ing pathogens and efficient activation of host plant defense mechanisms. Small non-coding
REMAz, which can be subdivided into microRN Ax (miRN Az} and small interfering BNAs
(s A, are global rogulators of geac expreision, In recent yoars, many mikNAs specilic
for plami development and varioas biotic asd abiotic stress responses have been fdentified I
wheeal In plants, regulation of expression by mikNAs is mainky throagh post-transcriptional
regulation. miEMNAs regulste nod ondy the processes of plant growib amd develapment bul
alsia actively pariscipate in plam pesponses o beolas stpes agents [10-44). Plant mikhAs are
amall molecales of approximately 21 bp (base pairs) [ 35]. They recognize specific target
mBK Az based on sequence complementarity and repress expression of the target genels) by
targeting the mENA for degradation ar by inhibatng tanslation [26-35], (leaining a holss-
g ‘l:rnuln:lw: of the functbonal dymemscs and conservation of miRENAs in wheat can provide
valwabde information for the development of cultivars with improved stress resistance and
yoeld |11, 34].

N this studdy, we analyand the sxpression kevels of mine candidale poses cncampassed by
Lrdtir Ve 29, sebecned based on the woek by Ciobo et al. [ 29). These candidase penics l1.||:r|:|nﬂ:| e
C3Yr.sew- [ BL region (o chromosome 111, which overlapped with the current genetic maps of
the P resislance gene Frd¥ {alsy known as Leid] | 18], The results suggest that QT {9 raon-
JTRLY and [rdsr ¥ ede it b the ammc gene ml’tulng asmilar peaaance respoes. Frevinis
datw | 29] hl_g_hluthh:d i e 1 Imvestigate i tral's CEPPERERI I ifferemi gemmniypes with
and without pathogen inoculation to determine whether there are diferences in the expression
bevels among candidate geres for Led Y rd9. As a result, 13 candidabe penes were identilied far
Leder¥e 2, bhut theree of them were discanded (TraseCH L BOPGASIIN, Trase( 51 BI2GAS700,
and TraesCS1BO20GE51500), because the first gene b annotated as a transpesahle elemnent and
there are mo exome capture data; the other two genes were excluded because they are likely 1o
be unexpressed peendogenes. To confirm the obtained amplicons, we perfarmed Sanger
spqueeniag of alf ansplified prodisco and comnpared the asemblal sequences with hosnlogues
of gemes located on other chromosomes: LA, 11, 24, 2B, and 21 Faribermore, we asad stem:
boop Reverse Tranacription PCR (RT-PCR) and droplet digital PCR (ddPCR) methods 10 ana-
byze the expiesabon of miBNA moloculies comphenstetary W candidale permes og L/ e,
wibvich cam indfluenoe or modulate their expression enver lbme,
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Materials and methods
Plant growth, pathogen inoculation, and leaf sample collection

ifant malerisls cansisted of sig common wheat cultivars whese seods were obained frem ibe
National Small Graims Collection {Agricaleral Besearch Sation in Aberdeen, WA USA)L Five
of the camanon wheat cultivars iessed wese fousd 16 be highly valugble sources of 1 resistasse
genes: spring caliivars Artigas {PL 19253570 MNPSie P 3225807), Glendea ("Cler 172727),
Lerma Rajo ("CIr 36517 and o winter wheet cultivar TERID6ELE (TP 58475971 The sais-
ceptibility comtrod (lack of molecular markers lnked 1o LeZd, Lraa, or L7 wan the spring <ul
tivar Artigas® ("] TMHET) [ 20, 40, Tdentification of mobecalar markers Sor the LedfYr29
loowas ol Artigas® and the baed Pr-resiwant wheat cultbvars analyeed in this pager was necencly
carriesd oul by our research team [20], The ool Va2 marker linked 1o the LedtYed® looas
|E Lagudsh, unpublished dats) was identifbed in all five restaant wheal gesniypes | 201

The experimeni was comducied in a growih chamber under conirolied conditions: the tem-
perabane was set al 1B "C daring e day ol 16 0 a2 nighs with a 16-hous pletoperiod a rels-
trve humidity of & to 7% was established. [n addition, the emission spectrum of the light
s was fized with a phaton flux al 573 pE, One month after sctting up the experimest, tbe
tempersture in the phytotron was raised o 20 *C and 17 °C during the day and night. respec-
trvedy, Plands wene grown o e addult plant stage, Lo the farmatios of the (g bealt plants wene
iz lted 8 30 davs aiter sowing. Cultivars ar the adud plam slags were imnculated with Pt by
sprayimg a suspension of upediniospores at a concentragion of approximalely 5 = i’ sparey
il Inoqsdum wsgencion was an equimoelar misrure of fous P1arsine supendal is water
with 1'% viv Tween 20 reagend and prepared immediately before inocalation [#0, 41 ). Pungal
spiei were enllegted Fomm infeooied field experiments lecated in varieas parts of Polend [40],
Samples of beaf tissue fragments were oollected at five time points O {before inocolation). &, 12
24, and 48 howrs poed incculation (Bpi), in threc bological replicates, Leal lomic samplhes were
immed itedy frozen in ligeid nizrogen and stored ar 80 °C.

Candidate gene expressbon analvsis using Quantitative Reverse
Transcription PCR (qRT-PCH)
Based an the wiork of Coba et al. [29], 10 casdidate genes for the Leddd Ve2¥ gene (Table 1)

whirr seqrareces wore foums in the Ensembl Plamts database for comman whet (higpe)
anis ensemblooyTrtcum_sestivusnTals'Tndes h weee selecied amd disanloaded in FASTA

Table 1. Prosostatom of 18 gmes keovind o e candislaie rogion o Lrde Ted ¥ gene asd GFroasce 1L region, prodicicd fenctien and ks lecalingon on eefer-
oaue whical proveens TOACY) S0 A Saaddiasi

Mo | taeme 113 | dienesbbreviation tiene predacted fantion l Physical box aliration
(N T a5 1 B S Y0 | 1 Lrds-idwl | Celucan oo 13- b -ghacosalos i 1 E T e L 2 ]
2 TmeciimGeam) b | Clwanede 1) foghooudis | U STAIT ALY
i TreMENSBmL | G Gleasedsld fogoddes | ST STLIALIG
4| Tecumdemm: | IeRIET | KK eopurblelesel | R STMOSIgsmamom
s Traess 1 MR Ltk LK L, (reveqnn Wi kinsie] i T
LB _T[MIMH'HHHI H _IHIlIHI'._I 1 Hl_l.i_l:-‘:_i_-rp'hl_l'ln.rhkl-:l i Il-'-'-\'l.ﬂn.l‘_'llﬁ_--!li\:l.l_.'-i..h'-'l'_
1. Torwesl S L BN RS 4400, | | Lrds RLKY | RLE {pecepaos-Bke ko] 1 e T e R [y L]
A a5 | B RS aam0 1 Liras-*fr Sagar tranypusiier 1 B AT R I T, | AT R
- Traesd SIBMGASI0 R ] _ Sorngacds LV AL e AT
_m L TS h RSN et WREY SRR e son tactin 1B GO - AT AR
e tie ong 10, 130 ot pore COCKIE K0T
IPLEES OME | Mg Vool o 40,130 fouemal pons (0044 Saptamber 6. 224 ]
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formuat. Thess sequences were weed todesign pramers for gRT-PCR reactions, asing the Pri
mer 5Plus bood Thetpsdfww Blokniormatics. nl'cgi-binprimer 3phus! primer Splus cgil. The
L&V r2% region described by Cobo et al. [29] involves four copses of the RECEFTOR-LIKE
PFROTEIN KINASE (RLK) gene, three capies of GLUCAN ENIM-FA-RETA-GLUCOSIDASES
(€alii), as well & ane copy each of SORTING NEXIN (Saex), SDGAR TRANSPORTER (5T#),
and 8 TRANSCRIPTION FACTOR CARRYING THE WRKY DOMA TN (WREYL Of ol the
camiliddate genes Ested, onky the 5Tr gene has no olher dhose analogues in the reference wheal
genomie [42], The sequenses of the two camsdidate penes Leds-Smex ansd Lrdt- WRRY were simi-
lar ter e anether, which allonsed usiversal prisers e be desipned 1o devect any transerips
inchuding homdogies in olker chromosomes. For tbe Ledg-Snex gene. a padr of wniversal
primers was designed to allow detection ol polenbiall bomologue transcripts on chromosommes
A, T, anad 1D, Similar was troe for the Ledfi-WREY gene, for whish a pair of univenal prim-
ers was dhesigne 1o allow thse detection of potenizl gene trascripts of homologacs on ¢hmo-
mosoamics TH and 11 H:g.m:l:lni; e HLK amd fil'l.rm very slmilar FETsE arTangements arc
foruna om the other o chromosomes: 1A and 10, in the region similar 1o 1B chromosome.
Therelore, a comparison was made of only those fow copics ol genes found in the Q¥ e
FHL pegion described, an cheososonms | Thew genes dre s highly dileren tased that i &
et pesdble b0 deslgn unbversal prinsers for thens. Raced an the T, astivson refesende genome
sequence (taxkd: 4505), primers were designed. [aolstion of tolal BNA from leall Bssue sanples
collected as binlogical replacates and at variable time poinits {9, &, 12, 34, and 42 hpi) was per-
Barmsed sising the Maxwell B3 Flant BMA Kit isolation [ Pramega, Madison, WL USAL The
concentrating asd purity of isolaved wtal RMA were asscuel wing & NanaDrop specropho-
tomseter and &yl s ratio. First-stramd cDRA synihesis was performed using the iScript™
Feverss Tramscriplian Supermix kit for RT-gPCR {Rio- Rad. Hercules, CA. USAL according bo
the protocod provided by the manufaciurer, A emperature gradient PCR was performed for
cach ivestigated amglicon (each primer pair) o optimaee the thernsal pafile applicd, The gra-
dieml wias st im the temprerabare range from 5 70 to 538 O The optinsdzed amplification tem-
perature was s at 535 °C after obiaining a specific product in a 2% agarces gel. In order to
perform amplification standard corves, the amplicons oblained were individwally parified
urkirg the: Ol Aqusck PCR Purification Kic (Cdagen Dne., Hildei Germay] sedording 1o the
profocol peovided by the company. [n the next viep, o sevies of dilutions were perfiormed Sor
cach purifeed amglionn o obtain standard cwrves of gRT MCR efficencoy (%E) and R values
(Table 2). The standard curves were developed sccording to the profocod described previoualy
143},

qRT-PCR was performaed using Tag Unlversal 5YBR Green Supermis and CFX% Touch
Beal. Time PCR Detection System {Bio. Bad, Hercules, CA, USAL A negative Mo Tenuplate
Control (NTC) was alsn perfosmed (or each analyaed geme. The compaosition of the gRT-PCR
reaciian mix was a3 follows: supermis—35 pl, primers (190 phd 1 — 0.5 gL gach, nusloase- free
wiader— 3l and cTENA temsplare -1 il Falloswing current MIQUE recommemdations om the
valldiny of real-time PCR analyses, three biological replicates were used for each gene tope/
timsepaink for a given wheat callivar, and three technical repeats were prepared for each 4.
The following tenperature profile was used: inil denaturation o 3 min at 95 °C: then 40
eyl demaruratbon for 00 sec &1 95 anmealing of prismers for 30 s at 53,5 7 Melt stage
(et curve): melting wemperatane range 635 °C 1o 50 0 every 5 sevonds The temperatune wis
imeneased by (1.5 "C and a fleorescence measuremsend was taken, Data amakyses were perfonmed
uing Bin-Rad CEX Maestro software and the Gene Study tool (Rio-Rad Laboratories, Inc,
Heeoulew, Ch. USAL which allowed s canypare ibe capression of all geses a1 daiferent time
points of each caltbvar,
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Thic 1. N and soguenson of desigee] primer baiod o ossdidate pose sogquenio for Dot e, The table abes thss g PCR efflceney (%) and & value by per

Erimmuiag dandind ciirom
_ derme sbbrevistion | Primer wquence (3 1) | Prodactisiae (b) | Amplifictios cificency (bl & Tt
L Gl | | F COTOCMGROCANTOTONA (L= Bia IR as
Lrig-Glu? T TATCTICTIGT POOGOO0T Lok LTh IR LTEY
e T NI R R ] — | — | E— - —
LGl Lo a1l iR WES
Eripa- RLKT | I MOGGGRRGGRACARC AT £ [ ] 1] by L]
| B ATCCRTERTUTOCRRCALT | l 1 l
Prdd- WLKC2 T TORGATOOTEADGGGANG (111 W B [LEY
— B CTMGCATC TOCMITMITOT | . | I
Eods RLKY | ¥ CACOHROCTTARRECTAAT | (L i iE. L
J B GOTTTOAITATOAITOTD | l 1 |
Frd LKA | F TTCAGCTTTOEOGTATTLEARD (B3] 2 iR Rio
| B MOGISTCTAGTATEIOCAST J
Lrie-5Te | P SECCOTIANCITETATAT T
_| B OTOTOOCTOCCATT TN 1 | | |
Lrdd-Smer | CTTTGATAGTICTUTTTORD (13 L RN (Biiil ALs
—p— !J. TTTUTTTTORCARITGOS | ] | |
Lrdd- WHKY | F TTTCTTOGOCTCTTTTOAD (1] LT e [nEY

FGTEAANCTANTTCTOGTA

Flpa ol orp 101 3T eeamal. pore COCERMM 5000

Reference genes for Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR
(qRT-PCR)

Biased on liteeatare dars, four releronoe gones wene sclectal far stable expression; TURBL ARF,
RIS [45). and EF2-2 [46], Afer anglyzing the standasd curees for bese reference genes, twi
Hﬂﬁ.TLI’H,ﬁand ARE, were Hk-:l.:dmd.qﬁ'['-}'ﬂk anahyses were perfoemed far ibeen oma
test cOBA template [41F]. The selection and testing of reference genes were developed accord -
ing &0 a previously reported protocol |40, The anahsis of relerence genes for the best mmphes
was eesenlial for statistical calculations hecanse the expression of the reference gene was com:
paresd 1o the expression of the gene anal yresd for each samphe using the Gene Sty 1ool (CFX
Macstre from Bio-Ras Labsoragories, Ine. Hereules, CA, USA)L

Preparation of candidate gene amplicons for Sanger sequencing

Samper sequencing was performed to confirm that be desired amplicons were obiained for the
candidate genes for Letd! e and 1o charicterize the possible sequence polymsarphismis)
among the resistant genotype {Glenbea cultivar) acd the sasceptible gepotype [Anigas® culti-
var}. The majarity of amplicoms for sequincing were amplified from <ONA. However,
Leds-RLK L, Lredf-REXL and Lrdf-REKS were encoplions thal resiilied from obdaining a bow
quantity amldor guality PCR procluscts using cDRNA; im 1hese cases, graomic [INA was useid 3
termplate, iwolated from beaves usang the GeneMATRIX Flant and Fungi DNA Purification Kit
|EU R Lid, Cedansk,. Poland), acooeding to the protoood provided by the manufaciuser. For
wepuence confimmation of the snalveed candidase genes in the Lrds!Yr29 bocas, PCR reactions
were performed for the respective primer palrs, GoTaq G2 Flex DMA Pedymerae reagents
[Promega. Madison, WL USA] were used 1o prepare the PCE reaction [#0], oiberwize identical
in compasition o gRT- PCR described abave, The follnsing amplification tomperabare profile
was uscrd: fnitial denaturation for 2 min at 4G fllowed by 35 cvles: denaturation lor | min

PLOE ONE | Ml pastiaiow geg!' 80 13T 1journal pong, B3088ad - Eaplembed B, 2024 Bla4

126



Drociphasing LrdS V2 Ganes & meAMAL in whiat s ressissos

at 9% C, anmealing of prinsers for 50's at 555 °C, extension for 530 = at 71 °C, extension for 30 s
at 72 °C: final extension for 5 min @ 72 °C and cooling 10 4 'C. Purification of ansplicons was
performad uming the QL Aquick PCR Purification Kit (Ckagen Inc., Hilden, Germary), sconnd.
ing to the protocs provided by the manufaciarer. After purification, samples were resus-
penided in an clution buffer ina volume of 30 pL. Parified amplicons were dinecily sequenced
using the Sanger method with the Biglye Terminator w31 Cyele Sequencing Kit {Applicd Bio-
syslinna] and 4 37 30s] capillisy DA analyrer (Apploed Bavsionta) by Genamed (Wariaw,
Tokamd], The resulis ehlained were assembled using Genciows v | sofiware [47],

Yalidation of miR™ As and analysis of their expression using stem-loop
RT-PCR and ddPCR

T ikis stady, the expeession of fur mikkAs was analyaed: three redatad 1o the candidaie gone
Lrda-Crlad tme-miHS R Y, tee-m  HITAD, g - i RITTS, lae-miRITR sk bang complemsn-
Rary b Lefs-HLR, and tae-miR 16 consple msendary 1o Leds-RLAE The coding soquienses af
these candidabe targed penes dwnboaded from the Ensembl Plams daesbase (hinps! fplants,
civemblorg! Tritkem_asstivamd lnfollndes ), were analyped an the FEM.ﬂ.‘l‘nﬁt dmiabase
{hiepetfplantgrn, pobde org' ps RRNA Target!], The sequences of the four miR% As analyred wene
fownd in the miRBase database (Bitps:wwwomirbase cng') and downdoaded in FASTA forma
and uxing the Integrated DMA Technologies wehsite (haips2ewididna.com/ pages), stem-loap
primers were designed for miBENA reverse transcription and ddPCE reactions according to
the protocnls [ 48-5]. The mirVana™ miENA lwolation Kit with phenol (Thermo Fisher Scen-
tific. Waltham, MA. U5A) was used toexiract ibe BNA fraction containing mifN A, the con-
centration and pussty of wivich were measiired spectrophotometrically using Manolhap, The
extracied miBNA fracson was then reversely eranscribed wing Suporforpt IV Beverse Tran-
sigiase (Thetmo Flobser Scientafle, Walikae, MA, USA using stem -loop primsens and (he
ﬁﬂhhtng_prﬁﬁ;d: |mcuhatbon at I6 “C I'urmml.n;mqwdﬂ.ﬂ 30 °C for M sec, 42 °C for 30
g, ansd 50 °C for | seg; Incshation & 85 °C foe 5 mia [51], To quantify the aumbsr of mikNA
madecules im the plang samples, o ddPCR mixiare composed of 190 gl of $APCE Super Mix Eva
Gireen, primers ( the fimal concentration of each primer was 200 ndd), template {reversely tram-
swribed, elongaied miBNA L, and RNase-free N0 was wsed. A 30 pl reaction maxiure was
used 10 generate the reaction drophets in an &well cartridge using a QX 190 droplet genorator

i Bio-Basd Laboratories, Inc.. Hercudes, CA, USAL The droplets were carefully ransferred 1 a
Sl ddPCR plate and heat-sealed with plastic covers with thermal foil {Bio-Rad Laborato-
ries Inc., Hercales, CAL USA) Then, cDA was ansplified in o THHF PLR thermaal cycler | Bio-
Rad Labosatarics, Ine. Hercules, CA, USA) andler the following cycling conditions: donatus-
ating at 95 0 far 5 min, fellowed by 40 oyeles with a three-step thermal profile of denaarstion
ab @5 "L for 30 sec, annealing at 538 °C for 30 see, and extension at 72 "C for 45 sec, Subse-
guently, the prodicts were kept at 72 °C for 2 mdn for the final extensban. Adter ansplificating,
the prestucts were conled to 4 " for 5 min and then heated 1050 °C for 5 min and flaay
cooded again o 12 " The droplets were guantiBed in o QX100 droplet reader | Bio-Red Labao.
rabaries, Inc. Hercubes, ©CA, USA L The data acquisitean and anabysis were conducted using
(uanta®olt verskon 1.2 software { Bio-Rad Laboraiories, Inc., Herooles, CA, USA) Positive
droglets containing amplification produscts were distinguished from negative droplets by set-
ting the (lnorescenoe amplitude threshald po the Jownest valoe of the positive droplet cluster.
Yeasl tBRMA-Thr {TGT) molecules with the encoded seqquence wene added 1o mch BT reaction
as an inbermal ool

e =y
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Statistical analysis

The Kolmogorov-Smirnov test was used 10 evaluate the null hypothesis that a set of normal-
e expression data for a particular pene and cultivar comes from a normal distribution. To
assess the homogeneity of variances, Bastlent’s test was used. Two way analyses of varlance
(ANOVA) were carmied out to determine the main effects of cultivar and time point as well as
cultivar x time point interaction on the variability of the individual expression profiles of the
analyzed genes of candidate genes for Lrd6/Yr29. For comparison of means of expression in
exh examined time point after inoculation to expression before inoculation, the dementary
contrasts were performed, conducted for cach caltivar independently. The expression of the
analyzed candidate genes is shown as heatmaps. Tukey's Honestly Significant Difference tests
(post-hoc factorial one- or two way ANOVA, depending on ANOVA’s results) were per-
formed in R v 440 [52] using package agricolac v.1.3-7 [53] at @ = 0,05, We referred to the
expression values of the candidate genes miRNAs analyzed as ‘relative expression” for 1he
expression bevel, as our results represent differences in expression compared to the values
befare inoculation. For vismalization of gene expression results, chaster analysis (UPGMA
method) with Euclidean distances was performed. All these analyses were conducted using the
GenStat statistical software package [54],

Results

Sanger sequencing results

The Leds/Yr29 roson described (s Cobo et al, [29] contains as many as four copies of the
RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE (RLK) gene and three copies of GLUCAN ENDO.

13- BETA GLUCOSIDASES (Glw) genes, and one copy each of the SORTING NEXIN (Swex)
and the WRKY TRANSCRIPTION FACTOR (WRKY). The RLK and Glu genes occur in up 1o
hundeeds of copies throughout the wheat genome (hitpss//www ochinlm, wil. gov/datasety
genome/GOF_OLR2Z9505, 1/, hirpe//plants ensermblorgTritioum _acstivum/Info/Index). In
addition, very similar gene arrangements are found on the two homocologous chromosomes
1A and 1D in the same region as on 18 (Vig 1). Sequence similarity analysis of the Lrd6- Glu3
amplicon after Sanger sequencing also revealed the presence of copies on chromosomes 2A,
2B, and 2D, Therefore, 3 comparison was made of only those fow copies of genes found in 1he
reglon described, on chromosome TH. These genes are highly differentiased, and it was not
possible to design universal primers for them, Therefore, specific primers were designed, for
each copy of the gene.

Analytical sequencing succeeded in obtaining the sequences for the majority of the target
amplicoas (Table 3) The full soquences of the obtained amplicons, location, and characteriza-
tion of candidate genes foe the Led6/Yr29 gene can be fourd (o 51 File. For the fiest candidare,
Lrd6-Gled, the TraesCS1BO2GA53900. 1 sequence was amplified, but with 2 single nuckotide
polymarphism (G) at position 40 compared with the TraesCSIAO2GA22500.1 sequence (G).
For the 'Glenlea’ caltivar, we observed a C+G at position 40, yielding a comparable levd of
amplification of TracsCS1BO2GA53900.1 and TraesCSIAD2GA22500.1. The Lr46-Glu2 gene in
the Artigas® caltivar amplified the TraesCS1AO2G422900, 1 sequence (with polymarphic A at
position 38) and TracsCS1B02G454200.1 (with polymorphic G at position 38) (Fig 1). In the
Glenlea cultivar, the exact TraesCS1A02GA22900.1 homolog sequence was amplified (Fig 1).
We failed to obtain a sequence that coald be read correctly for Lrd6-RLK T despite exhaustive
attempts, For the Lrd6-RLKS, the soquence of TraesCS I BO2GASH00. ) gene was amplified,
with a small level of homolog TraesCS1D02GA31000.1 (pesition 52) (Fig 1), The last candidase
gene analyzed using the Sanger method was Lrd6- WRKY, for which we obtained an amplicon
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Expression of candidate genes in analyred varietics at different time-points
(hpi)

The qRT-PCR anabvie of candidate genes in all studied wheat cultivars and at different tinse
puings are summarized as heaimap grapha (Fig 2L The mw data obtained from cansdidase gene

Table 1 Pewription of the remliieg smplicom s casddatn grmes for Lrad Tel P by aagen sequancieg,
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expression analyses for Led6/Yr29 are presented in 51 Table. The elemental contrast values of
the candidate genes tested are shown in 52 Table. Regarding the gene Lrd6-Giul, its expression
varied greatly among the analyzed wheat cultivars as well as among the time points, therefore
we did not observe any major comman expression pattern (Fig 2), A decrease in the expressson
bevel of Lrd6-Glu2 getse was observed immediately afier inoculation (6 bpi) for all cultivars
excepe Glenlea. At 12 hpd, a further decrease bn Lrd6-Glu2 expression levels was observed foe
all resistant caltivars (Fig 2). The inflection point occurred at 24 hpl when the defense response
was activated for all cultivars. The expression kevel of Lrd6-Glu2 far exceoded the baseline level
(O hpi). At 48 hpi, the expression Jevel of Led6 Gli2 decreased in all cultivars but still exceeded
the baseline in Artigas, Glenlea, Lerma Rojo, and TXS9D6435 cultivars. For the Lrd6-Glad
gene, expression before a5 well as after imoculation was at very low levels (Fig 2). The only
exception was the Glenles cultivar at 24 hpi, where gene expression increased significantly. In
the genes Le46-RLKT and Lrd6-RLK2, the observed expression Increased at 6 hpl, shonly after
inoculation, then decreased a1 12 hpi, and we observed a renewed Increase at 24 hpi. The
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highest expression levels 21 6 hpi and 24 bpic were observid i the KPS cultivar and até bpi
in the 'Glenlea’ {Fig 25 For Lrdt-RLEE, the highest increases in expression afler inoculation
were gbserved in the cultivars TXBSDELES and MP®46 at 24 hpi; whereas, in “(lenlea” a1 6 hpi
and 24 hpi. However, 1his gene was exproessed at relatively lone levels (Fig 21 A special case i
ibe expression of the Ledfi-RLKA gene, whose highest expression vabues were ohserved in the
Arigas” califvar, in which, according te cur beam's shudy, no modecular markers associased
wilh the resistance conferred by Lo, Ledd, or Lad? were identified |20, 400, Expression of the
Lrite: BLKA gene in the Artigas® culiivar was very high afready before inoculation at 4 hpi
[Fig 2). The Lefé-Smex gene showed low expression with two exceptions: at 12 hpi in the Arti-
gas" cultivar and a1 34 hpi in “Glenlea’ (Fig 3). In the Leid. WREY gene, we abserved the high-
eid valoes in "Artigaa™ af ol time poinis except 48 hpi and in the Glenlea cultivar ot 24 hpi
{Fig 2). The gRT-PCR analyses ol the Lrdd-57r gene obtained many mon-specific PCR prod-
ucts, which was particolarty eddent in the melt carves as such, we decided 1o discard this
pene’s data from further analyses (Table 23

A tweoeway analysis of variance (AR AL was performed and identified the differences in
1he individuaal expression profiles of the analyzed genes for the cullivars al specific time poinis
[(Table 4} An additional sowrce of variation was (ke cultivar x time point intevacion. As each
gene has a spedific expression level, the analysiz of variance was performed for cach genae sepa-
retely | Tabde 4), Cultivars exhibited anique patierns of gene expression in response to P infec-
thon. For cxample, 'Glenlea” showed partioalardy high expression kevels for several genes at 24
hypl, whereas "Lermia Rojo” exhibited relatively low expression levels across the magority of ana-
Iyzed timse points (51 Table; Fig 21 For the majority of the Lrdd/Yr29 candidale genes, their
expression significantly varied in time across the amalyzed coltivars. Each gene respanded dif-
ferently to pathogen infection and varied in its expressian kevels across coltivars and time
[pings. Motakby, J'.r-l-ﬁ-ti[u!‘mnﬁ:lerulr.:}mwed hlg;h. expression levels acrass &1l calitvars and
thme paoings, I.Hll:ull.ng_lu potentiad inpomance in the defense response againe Pr. For the
L. Gl gene, we nbinined comparably the Iu#u:-.ﬂ values of mean squures compared 1o the
ather candidate genes (Table 4L The resalis cbiaimed may thus suggest that the Ledb-Calu2
Fﬂfhulmnl::pm:lmlrm the Pt resisiance response. In conirast, Erds-Snex showed rels
tively lvw expressinn levels compared 1o oiher genes and exhibited vanation across the ana-
lyzed timse points but not amang the cultivars. The analysis across the candidate genes for
Erdar Yerd revealed sigmificand effecis of hoth cultivar sad time on gene expresion in wheal
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Nataldy, thi: suscepaible cultivir Amigas® consisbently exhibibed bower expression lovels com-
pared §o the resstand cullivars for vasiows anabyeed genes, which indicated it disting gone
expression prolile ander the P stress, Far several amabyeed geoes including Ledt-Glu T and
Lrda-Lelid, sigrificant inleractions betwoen caltivar and (i wndersoared the dynamic natire
af pene capresssan m fesponse o emparal factoes andd peactic vasiation, Posi-boc analysss fur-
ther elucilatnd these findings and reveabed distinet expressbon paticrns ameng wheat caliivars
across differemt tinee podnis (Fig 2 Reslseant cshivars ofien exhibited comparatively higher
expassion levels compared to e sasceptible comtrol cultivar, thais emphasizing their potential
ol in mediating wheat s defendse pespanse agaiasi Py,

A comparison of expression profiles hetwesn genes was also anempied by coseelation apal-
yaks {Fig A Among the candidate genes testad, the highest posbiive corrdation was obaeeved
for the expresshon profile between candsdate genee LedbGlud asid Lrds- REK2 (0754
o< 001 {Fig 30 There was alio a positive correlation for the Ledi-Citu T gene betwoen the
geibs Lods-Glad, Ledh-REKL, Ledf-REKD arad Lrds- RLEK where thee were high cosrelations
Between the Leds-Calic? gene anid the gemes: Ledd-Ciul asd Lrdf-RELI (0.7 26 and 0,730,
respeciivelys p < MM {Fig 3), The Lrdg-Glied geng showed positive corselstbons (p - 0000 )
with the other candidate gencs tested excepd for Femes Lrdd-REKT, Lrth-Sacy, and
Lrdo-WRKY, where the corrdation was close 1o 0 with p o 005 (Fig 2) The Lrds-Gilud gene
showed & positive and statistically significand correlstlons with ihe majority of candidaze genes
exepd Lo BLE T and Ledé- RLED (0108 and 0,093, mﬂw{f. it axatiszically Awl!'l-u;.:.m;].
flnrtmmnglg.-. [isr 1he penes: Ldt-REK T, Lrdt-REKD, and Lras- REKI, we ohserved a generad

=

drdg  Lrdd  [A0G AR ke LA LeAE Ll

it i

A AM M AR AN A Ll AT e
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presence of correlation with Giw or BLK candsdale genes, but general absence of correlation
with ather candbdate gemes (Fig 3), However, a distinet trend was obreerved for Ledo- RLES,
where we observed corrlations wigh anly twa penes: Lrdt-Smex ard Ledi- WRKY (0455 and
0,707, pespectivelys p o< 00011 Inlerestingly, there was a tendeacy between the Leps-HLKS,
Lrds-Seix, and Ledt- WKRY gencs te correlate with each other (Fig 21 The exception &
Lrds-Seac, where theee is @ bigh correlation st beteeen the Ledt-Celic? gene (0,735,

< I,

Expression of miRNAs complementary to target candidate genes

Using stem-loap RT-PCR and JdPCR. we perlormied axpression analysis of miRNAs selectad
franms databases as complamientary to several candidabe genies for Leid! Yr2 8, Contrast analysis
was performed Bor the expression data of miRMNAs and the resulling clemental contrast values
forr the expression of miBNAs complementary 1o the candidate genes can be found in 53
Table. We compared the expression results of the candsdate genes wilh the respedtive values
{or the miRN As complementary bo then According to the databases, tae-miBS780 is comple-
meentary b bwo candidase genss, Lt (T raeelS LBO2GA 5420000 ) and Lrdf-REK2
(TS B2GA54 000, 1 . Towards the Ledg-(alul gene, tae-maBe7 TS Is alss cmn;:ﬂtm:nttry.
Unferianately, the expresshnm of tae-mlB9TTS was ai a low level and did noi allow far condi-
demt inferences. In the Lrdfi-Glii2 gene, we analyzed ihe enpreesalon i wrne nk BN A dae-

it RGTE0 amwl tae-miR338-3p, The expression of tac-maRI7a0 kn the majoriny of the tesied
wheat culiivars was at a constant kovel, both before and after insculation, The exceptsons were
the TERIWALS and Lenma Raje cultivars where values lsigher than al 0 lpi were chserved
(Fig 4} Especially for the TREDGA35 cultivar, the results suggested an up-rogulatban. The lae-
i B33 - p expression showed fairly constant expression bevels at all time paints. Here, again
ins Abse Levmma B cultivar, the miRN A was expressed with values higher tham ag 0 hpi. A6
hpid, expression increased with the Lrdé-(rlie? gene, whereas it decreased slighiby at 12 kipi with
 large increzse im its complensentary candidate gene expression. Cmn the other hand, at 24 hpd,
tae-miR S 3L dp expression Incressed again iogether with an increase im it complementary
camiliclale gene, whereas af 44 hpl we observed a large decrease in Leds- Gl expression
together with an increase in tee.maR5384-3p (Fig 41 In the case Lrdt-RLEE, 1o which e

i RATED & alsar complemsatary, relstionships similar 1o ibose af Lett-Gla wese abscreil,
The expression of both Led6-RLKD and - miRS7R0 shonwed very low values {Fig 51, In con-
irast, Bac-mil 164, which is complenseniary o ithe candidate gene Lrd6-RLKS

A TS | BO2CASH00 1 ), sbiswesd differenmial expression &1 pree- ansd pasi-imosalation, The
caprossion of the Lefd-RLKE gens ansd itz complenmilary e -naiR 164 5 shown in Fig 6 ans
suggrests that tac-mil 164 i5 a molecale that may be down-regulating its tanget geie’s expres-
sivn, [n the majority of the tested wheat callivars, when capdidate gene expression increased.
1ben tae-miB L& was down-regulated, and vice versa: when milNA expression incrnezsed then
camdidate gene expression was dosn-regulated { Fig 61

Discussion

[n this study, we altenipted to analyze the expression of candidate genes for the Lrdd/ Y20
locus—sebecbed region of QY rucw-TBL |29 —afier inoculation with the fungus P. triticina
under controdled condstions. Owr research hypothesis recognizes that a single causal gene i
;rspnn.i:lh-h: fior the deskrable A PR -type PP resistanoe; hvwever, we cannin? exclode the aliema-
1hve hg.'pmbr.:l:. off & claster of closely Bnked reststance genes, cach effective uplnu: different
pathogenis). Although choning of these genes would be necessary 1o provide o conclasive tess
fiar this hypothesis, determining the ability of the QFr.ucw-THE reghon 1o confer APH agalna
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Jeaf rust, stem rust, and powdery mildew pathogens could provide valuable information to
experimentally validase this hypothesis, We functionally examined the candidate genes and
most of them were potentially related to plant defense, making it difficult to identify the
actual causal gene for Led6/Yr29/5r38. We were able 1o analyze the expression profiles for
nine out of ten candidate genes encompassed by that locus at five time points (0, 6, 12, 24,
and 48 hpi): TraesCS1B02GA53900.1, TraesCSIBO2GA54200. 1, TraesCSIBO2GA54500.1,
TraesCS1B02G454000.2, TracsCSIBO2GAS4100. 1, TraesCS1BO2GA54400, 1,
TraesCS1BO2G454600. 1, TracsCSTBOZGASIT00. 1, and TraesCS1B02G455000.1, Consistent
with our research assumption, 1he highest expression of Lrd6/Yr29 candidate genes occurred
a1 12 and 24 hpi, as confirmwed by literature data for the Lr genes {57, 535, Such an expression
profile was obtained for only ane candadate gene among the nine studied candidate genes
(TraesCS1 BO2GA54200.1; geme abbreviation Lrd6-Glu2), which may suggest its involvement
in the immune response mechanisms 1o Pt infection. Future studies will address this gene's
functional validation by gene knockout or overexpression stulies, to confirm its role in Pt
resistance. Simikarly, future integration of transcriptomix, proteomic, and metabolomic data
could provide a more comprehensive understanding of the molecular mechanisms underly-
ing resistance to Pr. Multi-omics approaches enable the identification of key pathways and
regulatory networks involved in the defense response, offering movel targets for genetic
improvement [59]. Our study explored the expression patterns across various wheat culti-
vars, whereas their genetic background and specific resistance mechanisms are not thor-
oughly known. Investigating the genetic diversity and evolutionary history of these cultivars
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coald provide comiext for imlerpreting the ohserved gene expression patierns, For example,
future investigations of the genomic contex! and copy mumbser variation of candidate genes
could elacidate their evaltionary history and functional significance im relation 10 resistance
arather desirabile phenolypes.

The stusdy by Prasad of al. | 5] mcta-analyoed 298 major scienkife roposts on mechanisms of
plant resistanoe o fngal patbogens, incbading P2 The authaors indicated that the comtinued
search for diverse and durable pesistance 1o I s be pusscd using sdvanced sk and 1ech-
nlqm-.\,-im;]udin!; ndiecular meethods, l..'-m.i.nmmlluﬂ the meolecular hml.q.nd'[d:nl-p.ul'mﬁ:n
wnteractions will enable ibe development af isew sifatepies or P reslatence bn common wheat,
Tao date, indormation on the cloming of the following ILr genes has been reponied in the lisem-
e Led, Leddl Le2l, Le22a, LrddrYri8iPrsSes7, and LeoZd Vet Pred&iess [ 5, 21, pll=sd],
Despiie tangdhle progress in comprehe nding the moleoalar basks of Pr resistamce, the e of
mikMNAs in modulating gene expression has only been studied for a few major B genes, which
included Lr2a, Le28 amd Se2q (55, 90, el 65]. miRNAs have been shown bo perform impartant
rales as negative regislabors throagh repression of translation or degradation of bost and’or
pathosgen lamget mBM As |32, 66], In comman wheal, dhbough the robe of mil%As in pathogen
resistance has been analyeed, induding resistanie to P myvolving the Lefs e29 gene |50, very
fow simnilar studics have been consdiscted for genes that confer the APR-type of nesistance,
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The gRT-PUR method b an irreplaceable sol for the amplification, identilication, and
quentificaibon of nudeic acids. The technigue ls distinguished by (s abilivy 1o detect penes and
EISEINE PEile X e quinllmlvd}' and ipﬂﬁﬂcﬂh‘. qk'l"-I-'CFI. s a valued methad for both
research and disgrenstic lpplk:ll‘.hl‘ﬂ. Cobw et al. | 29] hlg;l'ullg_h.ltd thie meed i examine the
cxprewsion in difierent host plant genotypes with and without peibogen imoculstion o deter-
mine whether ibere are differences in candidate gene expression associated with differences in
immunity, [n the presented study, we report the resalis of cand idase gene expressinm analymes
for Lrdéaf¥r 22 Except fne the Ledée RLK2, Lrde-REES, and Leds-WRKY genes, ANOVA Indi-
cabed inderactions in the expressson profiles for the remairdng six genes between ibe analyzed
wheatt cultivars and ike tinse points, In the candidate gene region, three genes bave been idendi-
fied aa GLLCAN ENDO- |3 BETA-GLUCOSIDASES {TraesCS ] BOhCeas 00,1,
TraceCELBO2GAS200 |, TraesCS IBO2GASA5ME 1) | 29]. These genes are foand in many seed
plani species and are mvolved in pland defense againsi pathogens, and their exprescion is ofien
dramatically indwced when plants are infected by fungal, bacterial, or viral pathogens | 29, 67].
Gluecan endo- 13- f-glucosidases (B 1 3-ghacanases) are one of the impartant kydrodytic
enzymes amang the paibogencsis-relafed prodeins (PR proleins) that are abumdani in many
planl species afier infection with different types of pathogens |68, 69]. A single plant species
may have varsous homologacs of the glacana- 1.3 Fghicosidase genes, imiportant los retarding
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the grewih of pathogenss fungi by the decamposstion of their coll walls which contain f-glu-
cans, Glugan endao- 13- glucnsidass appears 1o b overenprossald togetber with chigimases
alver furpgal infction, The induction of these vwe hydrolytic enaymes has been described in a
aueber of plant species, chading pea, bean, aman, tobaceo, maiee, savbeas, potase, and
whear [67-72], Mowably, am incresse im bevels of glacan endi- 13- b ghecosidase was ohserved
during drougha sivess [73],

Many RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE (RLK) geme families can be found i plants.
RLEs are meenbrame proteing locased i the extracellular domain of the plani seception net-
works and are involved in both bsoiic and abiotic stress responses. The extracellular gand -
bnding domazin, the iransmembrane domain, and the intracellular protein Kinase domain are
typical components of RLKs, The extracellular domain, which ks specific to indnidual RLE<
binds a particular ligand and allows BLEs to respond fo different types of signals. Amaong the
B K, varfants such as lencine-rich repeats, lectin, bralne motif, or wall-asseciated kinases are
distinguiched |74, 75]. KLKs nuake wp the largest knwn family of protein kinases that are
impaortant in the plant responae 1o pethogen infection. Gu el gl |74] discoverad a new cysie
ime-rich RLEK pene, TaCHE2, which positively regulated resistance to infection cansed by Pin
whaat. In sur study, four of the candidate genes are RLEKs (Ledd-BLET, Lrit-RLEZ,
Lrpfi-RLKE, and Lrdd-RELKA]) and encode proteins important for the recognition of extracelbu-
lar sigmaks and the initiation of intracelfular signaling cascades in reactson bo those stimali [76].
The BLEs in the Lrd6/Yr2% booas encode profeins with two extracellular domaina that are char-
acteristic of |he subgroup of CYSTENE-RICH RECEPTOR KINASES. [ 29, 1t has been pro-
e (bt nvembeers of thas subs-group may be mvobved in redox signaling [77]. [n a recent
study |78], rescarchens investagated differential gene expression umder P stness, which was
analywed ina closa isogeni line carrying the beal rust resistanse gene LrS7, The kighest aumbser
of transcripls undengoing expreision was detccted at 12 hpic Inleratingly, among those tran-
seripis, a cysivine-rich RLEs exprossed anly im the resistant genotypes ol 12 hpi,

The WREY family represemts another grospof iranscriplion fatars impariant in oogala-
img plam respossis b st Bclors, Tn Asalidoepis, oveneaprossson of WRKTERAROI |79
and WRKYE? [80] resulisd in increased draught stress solerance in an ARA-deperident naan-
fed, Munserous dats endicate thay overcapressson of genes encodding proteing belonging o the
WHEY Iuml'|.' also increases dehydratios toderance in crisp wlﬁ |&1-83]. Many research
papers bave dewribed WREY gene femily in crops, including rice (Oryzo saitval, maize | Hea
rrautysl, soeghuen [Sorplum bicolor), and cabhage [ Brassiza rapal |76, B4, B5).

Amother method that allows expeession analysis s GAPCR (droplet digiead PCRY, referred 1o
s e hlrd-ymtlnu PCR methend. This techeique s charscienized by h:l#1 sensktiviny amd
precisian m amplicon detectbon. The system exclasively reads the target malecules as poshtive
and all oibers as negative, based on which the number of tnget modecules in the sample i cal-
culated, without the nesd fo refer o sandsrd curves or @ feference gene (I contrast 1o the
qRT-PCR metbnd]) [88]). In owr work, ddPCE was used to anabyre the expression of miRMA
mriokecales: tee-miBS3E 3, taemEHY7R0, te-miR9T75, and tac-miR 16, Previous sequence
analysis revealed the imvolvement of e miRSA8-3p (s well a2 tee-miR 050 andd tae-miR9679-
Sp) in targeting the TaAFRS gene { TraesCSSAGQNGIE] 100), which emcodes the ALUTXIN 81G-
WMALMNG F-BOX (AFE) protein |87 This susggesbed the possihility of post-tranacriptional reg-
wdation of TadFRE-fvpe gene expression. [n that stady, ressarchers anshyzed the expression of
penes of selected AFBs jor this purpose by carnying out inoculation with spores of P taking
wheat leaf fragmenits at five time poinois (0, 12, 4%, 130, and 168 hpi) [£7]. The fraction of AF8
genes analyeod showed the highest expression at 12 and 48 hpi in both susceptible ans resistand
inogemic wheat Bines. All known TaA Fl-type genes are invodved in the ausin-activaled signal-
img pathway thad resules in the ubsquitination process [67].
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The tae-miR5X84-3p can inhibit a mumber of genes in the TaF AR subfamily, which are
associated with the formatins of ansaturated fatty acids that play an imporiant rode in plant
development and inresponee to biotic and abdotic stresses (B8], In conirast, tae-miRS3E4-3p
shaowed a very high increase In expression afier treating wheat seedlings with a chitosan sus-
pension [59). The type of fluctuating relative expression profiles s commonly ohserved for
small BMA sequencing or gPCER-based milMA expression amalysis under different hiolic and
ahiotie stresa conditions |9]. Such a phenomenan may relate to changing defense mecha.
misms in the early amd I.ll:t:l'hlﬂ;':l of the plan? response. & recent study |91 used computational
metbonds to Investigate the interactbon between the wheat naiRNA transcriptome and masaic
virases in wheat, In wheat stresk maosgic vimas (WSS and wheat neosalc virus ( TrMY)
infeciioms, three miBMNAs (including tae- naiR5321- 3p) were among the mosi up-regulated
mi Kk A, This may suggest the invedvement of this miRMA in the overall immune response in
wiheat,

The mik 164 family s ong of the nsest gonserved groups of meRMNAs i plangs [92]. One
ml KM A malecube cam cantrol maligple targes genes, similar jo plant tranecription faoieo Pre-
vious shudies have shonem that miR 164 wegees plant-specific MAC trarsoription factoss [#3],
The majoeily of WACs play an essential role in the regulation of plant development and the
Fespunse 1o abaotic an beaothe stresses, The functions of mik 164 have been assoctated with
plant respanses bo bivtk sthesses, The main funotion aitributed o miR1S4 is 1o rogulaie iwan-
serlpd levels of relevant genes |92, 8, 95], This maRNA also tangets Ledo-RLKI candidate gee,
B onir skuady, in the naagariny af bessed wheat caltivars, when candidate gene cuprission
i reasidd, - iR 164 was dowm-rogalated, and vice versa: when milkNA exprossion
increased, the candidare gene expression values weee dowi-realated, The devrease in tas-

i BG4 may be nelased 1o ghe activation of Ledé-BLES gone-dependent inmmiane mochanizms,
obvierved as a rapid gene response o the pathogen. Maorvover, we abserved similar relation-
shiips im our previoas wark on loe-miR164 [50]. Explering the regalatory networks inwhing
mi RN As amd their Grget genes in the future could uncover additional layers of complexity in
the defense responses af wheat to P,

Coenclusions

Im this stody, we tracked down the desirable 4 PR-type Pr resistamce in wheat conferred by a
single geme(s). Our qRT-PCR experiment successfully stodbed the expression of nine analyzed
candidate genes encompassed by the Lede/Te29 locus, except the candsdste gene Ledo-5T,
Among ibese gerses, the least differential expression prodile was observed for the candidare
gene Lede-Galud, with an increase in ils expression alter 24 hiars, which may sugges activation
of il defense response bn all resssiani cultivars, The expressbon bevel of Leds-Gilu2 far exceeded
the pre- Ienculaibon baseline. AfRer 45 hpi. lh-rﬂ]:rﬂslqm liewel of Lrds-Cahi? declmed tmall cul-
tivars but in cultivars Artigas, Glenle, Lerma Riojo, amd TXRID6435 i1 sifll exceeded the pre-
imocilation hasckine, The possibdlity that the exprossion of the candidate gene Lf6-Gila? was
contredled by tac-milt5384- 3p was observed; For the cultivars Glenlea apd NS48 ot all o
proniit at which the expeession of this gene incretses, the expaeuion of its complomentary tae-
i K538 b devreases, Converscly, when the expression of Leds-(dud decreasel, the expris-
shan ol tac-miR 5 3H- 3p dncreasd. For sther cultivans, similar patieins weee ebserved anly a1
specilic time points Artigas {6 hpik Lerma Rojo (12 hpi), and TXB9D6435 06 hypi and 12 hpi)
Char research highlights the need po understand the molecular bhasis of plant - pathogen Enberac-
tivms, and this will coahl e the devidopment of niow dralegies for Pt resistanee. Cloning and
fuictional analyses of the L' Yr 29 bocus are essential 10 determine the allelic variation of tke
genels) and go cstablish thear fanctionds). Oblaining more infesmation and knowing the gene
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sequence thal confers Prresistance would emable the devel opmment of maone specific molecalar
markers for Lrddd Vr2%, which would facilmate line selectbon n wheat reskstance breeding.

Supporting information

51 File. Characteriration of the oblained amplicons {candidate gemes for Leds 1 rd9) by
Sanger wguencing.
{PINF}

51 Table. Expression af the ning Ledf Yr2® candidate genes in beal lissnes under Puceinin
drdtiving indection,
M)

52 Tabde. Flemental contrast values for candidste genes expression, The table shonss the ele-
mmenial contrases for esch cultivar indepesdemtly In arder 1o compane mean cEpression af cach
time point tested after inoculation to expression before moculation.

(PDF)

%3 Tabde. Elemental contrast values for expression of miENA molecubes complementary 1o
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compare the average expression at cach time point tested after inoculaton with the expression
betore inoculation.
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Sapplementary Materiaks 51, Description of the obfaincd amplicons (candidale genes Bor Ledte el )
by Sarger sovuencing.

TracsCS 1 BOEGASI000L1 (Lrda-Giul) - partal C05

SEQUEMNCE D XM (445222041

GEMNE Y MBCL-LOCEZS] 02406

SOURCE: Triticurm acstivim (hrcad wheal)

CORGANESM: Tritkwm acstivam

Eukaryotx; Virdiplantac; Streptopbyia; Embryophyta Trachcophyts Spermatophyia
Magnolsopshda: Liliopsada; Poales: Poaceae: BOP clade: Poesdeac: Trivkeodse: Triticcac:
Triticinec; Trticum.

CHROMOSOME: 1H

GEMNE LEMGTH: 1722 bp

FROTEIM: ghecan endo-1, 3 beta-Deglocosidase

BIOLOGIC AL PROCESS: sarbobnadrate metabolism prosess

LInaProg ACCTESSPON: ADAJIESESTT

CULTIVAR: Amigas (Pl 7306 Glenbea (Clir 17272)

TEMPLATE: mBENA (w[NA)

FRAGMENT LENGTH: 102 bp

GEME REGECHN: 1IH - 210 bp

REFERENCE GEMOME: Triticam acstivum (Exvid: 45635

Chs -
%cﬂmmmmmw AATGOCOTOACGHTC
WCCAACTAAACTCTCAGCT

GOOAACGAGHTOTTCAAAGAGGCTAG

TracsCS 1 RAECARL 3000 {Lrdddiiunl) - partial D5

SEQUEMCTE [ .‘-I:M_TI-H.'F-.‘-?EI'H-'?.I

CGEME SYMMBCL: LOCI23 1485409

SOURCE: Triicum acstivurm (bread wheat)

CHRGANISM: Triscum séestivam

Eulmryous; Vindiplemse; Sereptophats; Embrvophatiy; Tracheophats; Spermatophais;
Magnolsopsidas Liliopsuda; Poales: Poacoe; BOP clade; Poosdeac: Triticodac: Trticoas:
Tritkinae; Tricum.

CHROMOSOME: 1B

GEME LEMGTEH: 2529 bp

PROTEIN: phezan endo- 1.3 bets Dk glocosidaze

BIOLOGGIC AL PROCESS: sarbobndrate mctabolism proscss

LiniProg ACCESSMOMN: ABATRSESIT

CULTIVAR: Amigas (P 75044)

TEMPLATE: mBMNA (cDMNA}

FRAGMEMT LENGTH: 103 bp

GEMNE REGICEN: 677 - T70 bp

BEFEREMNCE CGEMOMI: Trilkowm acstivun (laxkd: 4565

CTIS soguenos:

TG TEGEEEE A A CGUTGOCATTCTTOAC AGGAATAGCAGGUAAACGTACTT
CAGOCTOCTOGACGOGCAGCTTGACT
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L TraeCS ] BOIGSES0L] (Lrdd-drud) - partial CD%
SEQLIENCE ITx; XM 04453322341
CIEME 5YMBOL: LOCI23 1002HE
SCLRCE: Triticum acstivurm (bread wheeat )
CHAGAMNISN: Trtseusm acstivem
Eukaryota; Yindiplaniae; Sereptophbyta; Embryophyta; Tracheophytas Spormatophiia;
Magnolopsida: Liliopsada; Poales; Poaceag; BOP clade; Pockdeac; Trivicodse: Trticeas;
Trilcanas; Tricum.
CHEOMAMOSOME: 1B
GEMNE LENGTH: 1968 bp
FROTEIM: ghecan endo- 1 3 -bota- [ glocosidass:
BIOLOGIC AL PROCESS: carbobinsdrate metshodism process
Lol ACTESSPOM: AAIERSAMGT
CLULTIVAR; Amigas (PL 75046}
TEMPLATE: mRENA (¢ DNA)
FRAGMENT LENCGTH: B bp
GENE REGICEN: 655 - T35 bp
REFERENCE GEMOME: Tritsim sestbvum (raasd: 4565)

Chs -
%(:Mﬂ;ﬂtﬂﬂﬂE‘(‘I’P{'AMEGAH?A{'ATL'GL‘HW‘A
TITTTCCGACAGACCOGLTTC

OTOATGAGTOOCATGUTOGAC

d. TraesCS1BOEGAES 0L (Lrdd-REED) - partial CDS with intron
SEQUIENCE 1Dy XM {4456 T0011
CGEME 5YMBOL: LOCI23 148523
SOLURCE: Triticum acstivum (bread vwheat )
CHRGANISM: Tritkumm aestivam
Eukaryots; Yindiplantac; Streptophyta; Embryophyta; Trachcophyta; Spormatophyta;
Magnoliopsida; Liliopsida; Poales; Poaceae; BOP clade; Pocedeas: Trivieodse: Triticeas)
Tritkmnae; Trkicums
CHROMOSOME: 1B
GEME LERNGTE: 2520 bp
FROTEIM: Cysteime-rich receptor-hke prolein Kinase
BIOLOGIC AL PROCESS: ATP bimding, profein kinase scrivisy
UnaProg ACCESSION: ARAIRSS656G
CULTIVAR: Glenkea (Clir 17272)
TEMPLATE: gl
FRAGMENT LENGTH: 113 bp i 190 bp watk intron)
GEMNE REGEON; 1955 - 2047 bp
BEFEREMNCE GEMOME: Trilscum saestivum (s 4565
Sequence:
AT CET RS A A GAACACTGACAGUTACAACTOCT AAC AN TCTUAGGA

GETTGGETCATCGATOCTACAAATOGTGEAGG TATGOOAGC ATTOGACGGOCGOA KR
CTAUTUUAGATUUTAG
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% TraesCS ] BOIGS4400] (Erdd-RLET) - partial CIs
SEQUENCE ID; XM 0445322041
CIEME 5YMBOL: LOCI23 100274
SCURCE: Triticum acstivum (bread wheat )
CHAGAMNISN: Trtseusm acstivem
Eukaryota; YVindiplaniae; Sereptopbyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyia;
Magnolopsida: Liliopsada; Poales; Poaceag; BOP clade; Pockdeac; Triticodse: Triticeas;
Trilcanas; Tricum.
CHEOMAMOSOME: 1B
GEMNE LENGTH: 3217 bp
FROTEIM: Cysicine-rich rocephor-like protein kinase
BILOGIC AL PROCESS: ATP hinding, proicin kinase scrivity
Lira ol ACCESSPOMN: AAIESA5I0
CLULTIVAR; Arigas (Pl 73046 Glenlaa (Clir 17272)
TEMPLATE: mRNA (¢ DNAY
FRAGMENT LENGTH: 104 bp
GENE REGICHN: 141% = 1527 bp
REFERENCE GEMOME: Tritsum sestbvum (ransd: 4565)
CO% sogquonoc:
G ARG A A T AT TCTTCTTOACGAGGAGATGGATCU TAAAATCG AG
ACTTTOOATTGGE AAGGUTGUTAC AAGAAGH T EACAG TR TR T AT

b TraesCS1BOEGAE4600.1 (Lrdd-REES) - partial CDS with intron
SEQUIENCE 1Dy XM (44567071010
GEMNE SYMBOHL: LOCI23 148523
SOURCE: Triticum acstivum {bread wheat )
CRGAMNIEM: Tritsum acstivam
Eukaryots; Yindiplantac; Streptophyta; Embryophyta Trachcophyta; Spomatophyia;
Magnoliopsida; Liliopsida; Poales; Poaceae; BOP clade; Pocideas; Trivieodse: Triticeae;
Triticanas; Trticum.
CHROMOSOME: 1B
GENE LENGTH: 2514 bp
FROTEIM: Cysleime-rich receplor-hke prolein Kinase
BIOLOGIC AL PROCESS: ATP binding, proicin kinase scrivity
UniProf ACCESSHON: AAIBSESH2
CLULTIVAR: Artigas (P T30db); Glenbea (Cler 172720
TEMPLATE: gl
FRAGMENT LENGTH: 1Pl bp{ | BS bp with intran)
GENE REGION: 195% - 2041 byp
BEFERENCE GEMOME: Triscum aostivom (Lxad: 4565)
Sequence:
CCAACAATCTCAGGATCTOCTGACGACOGTADGTG
. . . i : : o
ACCTACAARTCG TG AGHTATGGGAGC ATTGGADGG TGGAACAG TRCTORRGATGE
TAGACCOGT
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T TraesCS]BOIGESITHL] (Lrdd-5Sney) - partial CD%
SECUIENCE [D; XM G456 THER 1
CIEME Y MBOL: LOCI23 145452
SCURCE: Triticum acstivum (bread wheeat
CHAGAMNISN: Trtseusm acstivem
Eukaryota; YVindiplaniae; Sereptopbyta; Embryophyta; Tracheophyta; Spermatophyia;
Magnolopsida: Liliopsada; Poales; Poaceag; BOP clade; Pockdeac; Triticodse: Triticeas;
Trilcanas; Tricum.
CHEOMAMOSOME: 1B
GEMNE LENGTH: 3742 bp
FROTEIN: FX domam-containmg prolcin
BIOLOGIC AL PROCESS: phosphatidylisasital bindisg
Lira ol ACCESSPOMN: AAIKSARS]D
CLULTIVAR: Arigas (Pl 75046 Glenlaa (Clir 17272)
TEMPLATE: mENA (g[NA)
FRAGMENT LENGTH: 113 bp
GENE REGICKS: ITH « X80 bp
REFERENCE GEMOME: Tritsum sestbvum (raasd: 4565)
CO% sogquenoc:
AR G TS TGO T CCTATC ACTTGACTADGACT TCOGTAGAAAGAGC AT A
ACTACCAC AGATOOTGATOOCAGTO G NG T TG AN A

B TroesCSIDO2GAY 16001 (Lrd6-IPKRY) - partisl CD5
SEQUENCE 1D XM 044332263 1
GENE SYMBOL: LOCI23 100317
SOURCE: Triticum acstivum (bread vwheat )
OBRGANISM: Triteum acstivam
Eukaryots; Yindiplantac; Streptophyta; Embryophyta Trachcophyta; Spormatophyia;
Magnoliopsida; Liliopsida; Poales: Poaceae; BOP clade; Pocideas; Tricioodse; Tritioeas;
Triticinae; Trticum.
CHROMOSOME: 11
GENE LEMGTH: 1220 bp
FROTEIN: WREY domain-conlaining prodein
BIOLOGIC AL PROCESS: WERY traescripiion facior
UniProt ACCESSION: ARAIBAATY2
CULTIVAR: Arigas (Pl 73046k Glenken (Clir 17272)
TEMPLATE: mRENA (¢[3MA)
FRAGMENT LENGTH: 119 bp
GEME REGIOM; 906 - 1024 bp
REFERENCE GENOME: Triticum acstivam (taxsd: $565]
COS sequence:
T T T G A G AT T T TGATCAT T TCTTCGAGGACGACGOCAT TGGT
GACGHGTCTOGC TOTAGE TAGC TCTATAATATA G TAKGC AG TRGGIACUUAT IO T TLGA

148



L] LLIFD 98100 605" 1 HOLTOD GIFS0D R 951 £L9°T 1y g
STITIOD LLLLD £19r0'0 [d: 1 3 TGLGO'T GEILTD £10£0 R6E°L 9TH'L 1y pz
LLTD SELen FELIOD LIE! STIH00 FEI0D LIiro 86L°E 14T why 7 SEFNIGEXL
A SFIFD BIRSOD LE9'1 BOOR0'D SEE00'0 LELID 691°E 8T uly g
TraI0n ERTT'I TaIT0'D 860 LLFTO'D LELE0'D FRLO'D LEI'0 8L wly
] ELLD SEOMI'D ler'n FRET0'D GBI F b R £180 6510 1y 5
[fard L] GRLLD £RO60' 99y 43 ] FTIST TEE6D 655701 LrL'a ey gz
16T SHOTT DLBEO'D Pl SRIL0D FEOS0'D GI0L0 1869 SFTF iy z1 OFRdN
LTOO'D TosE'n TOGTH'D STCT 68510 FLEOT'D £1L0n LBE'L 1542 wdy g
95rL0 BOSE0 SLETOD e L QLE0Ls 1£L0%0 OSL'E £, uly i
0 Le01n TLEON'D 610 FEO L0 CHOMD TI0°0 FEL0 FEID tehp g
TLEFID BIEED SELLOTD BTLD LEID0 LEOLOD SHETD £20'9 i 1 T
B Frdigi] it} BHEL'D ¥l BLEOO'D oL’ 810 e ey wy 2 ofery vawa’)
WiN 100" GLSO0'D 200 PEELO'D I 150" LrZ00 9r'l ] wly g
GEEG GRERD GEEIOD 1580 [9gs0'n B ) LELO SLLD L0490 uly
L] GRIED STLED'D Ry LOLFO'D TELOOD 8LTI0 £IEF el 1y 2t
SHE5T0 £0TI'T TEEO0'0 1T9€ LEFOTD GEOR0 HT0E FIFTI LFE8 1y 2
L Ry Pl BOOPD'G BEL0 COOR0D LEBHD S5LL0 0 L hy 21 B[y
LATEOD BL6E'D IrEen'o SUFT FORET 1L8TED it | LT uly g
G5R10 FROED SEIE0D SIE0 B 1G0T 940'0 L0 1] [ wly g
LYER0D TRGE'D THSLT'D oo Q51000 GLETO'D G210 FL9'0 A0E°0 1y gy
orronn CCIln TILst'n (Al BLPOD'D LIGIOD oo Liso LEE0 by pg
£THOL0 6851 SORL" Los'n STRIN'D Lt L STFE0 F99°1 FE0 ey z vy
FOEET0 TTIB'D FLLET'D LEE'D sel10'g TiI'n S0FT0 LOB'D FE0 uliy g
HISST0 GOUED FOGLTD Set0 FOTIOD 1Te0nn LITEQ 9zt 0 wly
L] IRIE0 H1950'0 LIF0 IR0 LRG0 LEOT0 HER'E FI0E 1y gy
FOTELD Lsrr'o OGO 61 BELLOT rerire SLETD LO8H THLT tehy pg
FLEOID LTIFD LD LTl FTOROD FETOD 65T [ SIRE gy sefinny
T80E1D BIISD £9180°0 651°T VIN TEFID 9ETT0 658’6 T uly g
15£50°0 198D [OFEd’D L9E'n GRISI'D FLOSU'D 195070 £l LeE'0 uly g
XYM T LG T FXTH T FXTH -0k LN T arT INTY-gFT  EMHOPRIT  THO9paT TfO-grs T
=y MULL AR

UGUIPUT UL U3 IOPAN 30551 JEI] U SI00F JEPIPILD f7.4 /087 00 M0 Jo uomsasda [ e

149



T100°0=f wus 100l au SO0 «

«C00T - 100 TEFY - 6r10- [oo- £L10°- LITO- s HIi- G0 "EA YEP LSTENLY
I srloe G510 @610 L= GI00e L1ge 190- 1= 00 A T LSERY
QTR0 io GROD 1L0°0 Lo (LR SR 1ET'0 FED 9T PR Rl T
LIS F0°0 Llalror 850 g o [Faihig oo oo 0 ‘4 GSERIY
FOT00- Lo L9000 RTE0 o0 FOI0°0 TLOD B0 1L ik =A HEE SERMIGENL
BLOO0 Is£'0r Zrel0 awi L 1EL0°D saeSTEL0 ELL0 sxlL9 «FEF Y0 =4 UPE SEPFQAGENL
L1000 sEL0r 0o 9EE0 SLTOD LT 10 I'E 681 Q0 =4 UL SERMIGENL
[N Pl L9010 €500 £E50°D [l D600 T iy M EA NS SEPSOGEXL
GFTa- PLE D" iy 1640 0L GOPO0e 8&0'0 L swal L Mk "5A UEE OrHdN
BEG0'0 8TT°0 1ZL0°0 wwad0L T £0010 wnlERID «LBE0 39 8- ik "84 T Sr3dN
FRIOD [Fraty 1D i [ 50 CRTOOe o' i Fa i iy O SA T AN
[3900 ol 00 9610 G0 wa OO0 0o 1% wll'G- 50 "SA O SFRdN
QL0 [T FL00°0F HEO0ND LTFOD- EET0'0 BT~ o LE0- 1 s TR ol v
18600 L0 A0 BLED ERO0D e SIT wl's o'l 10 5 YT el wuay
oo 065" 0r 000 GF0°T T A0 Fenn o' &L W #A YT ooy suuay
FRA'0 L0 L1070 8t 0 [$E0°0- TS0 [uiihy L Fei- 40 sa gg ofing s
«BERT 0 1o L5070 Hat0 QLF00- ST 10a- 17T ro- ) 54 g BAUL
LD wnnBIE] SO0 wunllL weliCLI0 Sl e BLET wuals 0 wanl L T SA YT B0
BESDO- PO [800°0 ] FH00- FEED'D oo (4 v Yo =4 YT BIUAD
18010~ GR0°0 S190°0 sanbh'E selLFL0 sanllBI0 LEO'D sealbt Tl 5P T} -BA T EUILED
=3 Bl LITO0 1&F0 w0010 A0 10 LT ol 1) "S54 YgE SEENY
Lyg0ro Lo L0 65e 1 esLlrg- RS0 LR kL 6r'T o 'S4 qpg seBny
5. Tl 20°0 PO O LTlo QTLO0 e S ] o' Tt LLE U E4 yg | sednny
ELLO'O 9e1n LA wL6L | oLl wxt 00 8910 wustE s lL'Y §) ‘54 49 sy
ANHAGRT  X2US-GpT  PNTH9MT  ENTH9HT  INTH-9RT  INTH-9RT  FRID-RRET  JRID-9RET  TRID-GRIT Benuo )y

LR MMOUL 210 )20 :D“_wﬂﬂﬁnﬁ O TONWN0UE IR pagsa ”______H_A._. ST aen e .n_.ﬂ._.mﬂf_n_ﬂﬂ ez adwos o) A3pao u

Apuapuadapun AN [He3 10] SISEIU0 [FUSWE]S 21 SMous apqe 2] uossardxo sauad apepipued 1oj sanea JSEU0d [Eyuama)y 7S aqe | Lonusmapddng

150



100 0>d s “100°0>d 4s *S0°0>d «

»£06T" (i 0 sl HO "$A YSF SEFOA6EXL
+1T¢E- L i+ +81 Yo "SA YT SEFOU68XL
waf9L" £t wh- £l HO "$A YT SEF9A6EXL
#4895 3 " «L1 Uil sA 49 SEFOCIGENL
9gl LT e +81- U0 S UBE 9FRdN
LL- cb- [ g 4o s YpT 9F8dN
#1T cl- 0 L U0 sAUTL 9FRdN
#8C 9€- wnD 81" 4o 'sa Yo 9FRdN
+£8T 6t 0 [ 4o sa ygp ofoy euuacy
6r 6 0 9 Yo 'sa Yz ofoy wuway
9Ll 0 [~ £ yp sy ofoy Buus
g | 0 ¥ 1 'sa yg oloy ewws
081 99- 13 L () SA g BA[U|Y
9 0L- Z t- Yo “sA YT B2[u2]D
Fii 0= | £ [ "sA YT EAU|D)
al- L9- I ¥ [ S Yo B3[US[0)
LIT ai- wt 9 4 “sA Ygp sednny
sxxbPLD 8l =¥ [ 4o “sa ypg seduay
L8l 4 £ I 40 'SA YZ[ semy
0 £l T 1- ) s 9 sednay
POy ru-ae) dg-pgecyiu-anl  ¢f/GYnu-an) (3L GYII-2E) SBRUOT)
SNTH-08T RN ELT THIN-GELT CXTU 9T saund pepipues pajadne |

pue JHjn-0pd7

WO RO 20050 uorssaadxa oy yum

uonEnaou e pajsy wod aung yoed e uotssaadxa afesoae apy aredwios o) Ajuapuadapun AR I 10] SISEHUOD [BIUILD]I I} SMOUS DGR AL
sauad ajepipued 0} Arppuawajdwod sanaajom WAMNO Jo uoissardxa 10) san[ea JSENUed [Ejuawaly ¢5 Jqel Arejmawapddng

151



P4. Diversity of Expression Patterns of Lr34, Lr67, and Candidate
Genes towards Lr46 with Analysis of Associated miRNAS in

Common Wheat Hybrids in Response to Puccinia triticina Fungus

Julia Spychala, Agnieszka Tomkowiak, Aleksandra Noweiska,
Roksana Bobrowska, Jan Bocianowski, Aleksandra Sobiech 1 Michat

Tomasz Kwiatek

Current Issues in Molecular Biology 46, no. 6: 5511-5529.; (2024)
https://doi.org/10.3390/cimb46060329

152



Arrkcie

ony

Diversity of Expression Patterns of Lr34, Lr67, and Candidate

Genes towards Lr46 with Analys

is of Associated miRNAs in

Common Wheat Hybrids in Response to
Puccinia triticina Fungus

Julia Spychals "0, Agnieseka Tomkowisk Y5, Aleksandra Moweiska "0, Roksana Bobrowska 1,
Jan Bocianowski 2%, Aleksandra Sobiech "2 and Michal Tomasz Kwiatek 1200

chick fos
&

Lilstioe Sprpthals, | lisndowiak, A
v, A breeenioa, K.
Thsbarnaakis, || Sods®, A Kiilek,
ST Thiwradty i T i [ Pmietie
ol L LS, el fomnafieflode L amies
s Lrdd with Ay of
Aorarion] il KM A L srmrean
Whanit Flyikbs i P iy P saii
eirw e Fpngem. urv fooac hiba' dad
Bk, 16, FEH R Mg o
ITLURE] o Lrals bl

Arsdemras bdvw Vg Bhadame

Biniorvanl: 2 Manh 304
Byl 11 hlay 0N
Ascopted: 39 May X034
Prablisbest 11 Moy X134

Cogirights © 008 by e aiilaws
|yt WATE], Basrd, iy Liies
Thei arviathe i @8 o sogwes Sk
admtrbiidand urekd B Drwe drs]
ik of Bw L Lorrenors
Alrdiee B Bl Thitpsc) ¢
FETIEITI SR 5 LR R TS S N
s

U Dwpartrreeni of Cavetios. and Plast Mreeding. Faosiny of Agronomy, Horticuliune el Dioksheoskogy,
Poerasi University of Lile i, Dogand 11, &0-4637 Poenan. Polind: jula spycsalsiiup poenanpl (150
abica i ra nav vis b i powran pl 41 ol bobeowakoriBon posmangd (RE)
abpkoso ncd ra soldochiup porean [|| (A8 1 m kwickiiar pdyu pl (VLT
= Department of Mathematical and Stabstical Methods, Noorman University of Life Soiemors,
S-ANT Posnan, Poland
¥ Plam Browuling dind Mol i Falinm [rvit e — National Ressinch Initduty in Ridrk, (5870 B, Poland

®  Corrspiralenoe: apnbe b bomiae i bl posianpl CAC TR e boclanows kil poenan pl (L)
Tel: #dfaial SE-TI3{LB]

Abstract: Leaf mst caused by Puocomie briivcima (') is one of the mest dangemous discases. cansing
migilicam] lossss im conmos wiheat crops. Tn aduly plants nesestand (o fest, & Borisoenkal adult plang
resistance (APE] tvpe ks observend, which protects the plant against multiple pathogen races and
is distingualshed by greater persisience under production conditkons. Criciad pleiotropic slow-rust
goras suichs as Ledd, Ledi, Led7, and et in combiration with other geees of losser influence, conginue
s ireneasy durabile psiskare b must diseasis. Based om e previous mosudts, we sebeoted four
condidate gemes for Ledt ol of 1en canddales and amatysed them Ior expeession befoee and after
inoculation by P Erticing, As part of oar stody. we alspinvestigated the expression patierns of maB™0
midiales complemendary fo Lel anald the Candiase g, The aim of the shady was o analyse tha
eapresslon profiles of candidate genes for the Lede gors amd the Le M and £r67 gencs respossible ioe
the differestial loaf-rust resistance of badorid forma of thee Pl generation resulting from crosses bebasen
thar Glienlea caltivar arsd cultivars fromm Polish bresbing companies, bn sddigion, the expression of five
RN A {tac-miRHEE, LRSS 3, tae-miRVrR, me-maRTS and Lae-oniR 164, oomplementary
o Lrdd, and selected candidste genes wene analysed wsiog steneboop KT-PCE and JdPCR. Biotic
stresa was induoed in sd et planis by inooalation with P2 hengal spoees, under controlled condigions
Pl material was colllected Badoee and b, 12, 34, ard 45 h aller ingculabuos (B, Didlereaes i
expresion palteres of LeS, Lo, and candidate gones (foe Ledo) swere analysed by gRT-PCR and
showed that gere expreaion dharged a1 the analyssd tima pointa. Identification of masleoular markers
grruphec] tos e e porers stucdied was also carvied out toonfirm thee presinoe of Thesse genes in whead
hybrids. gRT-PCR wirs usend 1o examing the ovprossion kavels of the reststanoe genes. The bughest
expression of LrdiyTr 2 geves (Lrit-Glal, Lrdo-BLET, Lede-BEKZ, and Ledo- BLECT ) ogourmed at 12 and
34 hpi. and sach exprission peofiles. were obtaired for ondy one candsclste gene amaong the Four genes
analyeed (LrdbaGlu 2y, indicabing thal i enay be tvalved in sesistance s hanssms of respseices b
It imfectsomn.

Eeywands: beal rust; hybrid brevdiog: AFR nisistanos: slom' nasting: candiclaie geres

1. Introduction

Comman wheat (Tritioun acsbiown L) is one of the paramount crop specees of enor-
mipas impartance, Worldwide, wheat cultivation is extremely relevane which is conmacted

Furr, femars Mol Beol, J074, 48, 531 1-5579, tipsss o diodorg 10,3380 F cim b e

Ibips /S md plcom Sonmal famb
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with its large share in hiaman arad snimal nateition and kigh yield potential, Cuarrently,
the primary directions of whest breeding focus mainly on high vield, high commencial
guality, and pewistance to biotic and abiobic stresses 1] Leaf ruet outbreaks can ooour
with high frequency causing vield losses of up o 700 (231 Inaddition, lead rust creses 2
reduction i grain quality and the risk of moyootosin contamination. The incnease in mist
imfpctions is linked bo the conbinuous diverstfication of naburally ocourring rust populaticns,
beading to the emengenoe of e reasingly nsislant pathobypes [ 2,41 The miost effoctive and
environmentally fréendly method of contredling fungal diseases found in wheat crops is
B roy Fesbatand varictios, However, proslucing a variety with the vight combinations of
resistance pemes requires anounderstanding of genetic variation and I composition [5],

Flani crops are susceptible o diseases caused by fungal and bacberial pathogens,
nermrtodies, sl virases, The ecomomis valoe of the species drves investment in research
imto these disesses. Crop improvement programmes have abways fooused on discase
resistance, Plant breeders focius on implementing diverse souroes of messtanoe o achdeve
sustainable disease comtrol which is hampered by ever-evolving pathogen populations
.:n:ﬂti.nﬁ_mw virulent races. Th:'rfl'nrr,l:mwll;dgc-nfgcmri: variation in resistance, the
evalutionary capacity of pathiggens, and the sebection of madern breeding methads ane
essential for sucoessful redstanoe breeding. Currently, wheat breeders ane focusing on
using reslstance genes that ape pon-race-spoctise o the fungus. Breed-anspockic seslstanoo
b e st s charae berized by o partial resistance phenotype sctivabed n planes at the adult
skarge. To ersgre sustainable rast conbrod, new sournces of resistance moust b fousd and
sdentified [4.6], Genetically determened resistance bo Puceiam et (P} Exiks has been
characterised in both young plants (seedling resistance; SE) and plants at the matune stage
{faduli plani restsdance; APRY AL the seedling stage. SR = controlled by the B genes, In
wider use, miost of the B gerws that provide race-specific Pt nesistance are omby effective for
i few wears [3,7]. Adalt plant nesistance {APR} sources pmi& lowe ey modierate bvels of
resistance ot stages alter sowing. This i nelerred bo as the show-risting effect, Achieving
resistance that i commercially acoeptable requires a combination of mone than beo AR
gienas [ 7],

Anng the mosd threatening diseases leading fo signilicant fosses i the workd's
whiat crops is leaf nest caused by the Fungus Puccimin frikicinn (M) Erks. 1t ooours mone
frequently than other pust diseases and B more prevadent worldwide [2], All known genes
fir nesislance ho beaf rust and stripe rust, alae kaown as yellow rust, ane clisafed acoonding
fo p specific nomenclatune that asslgres the symbaol L {Leaf ust] and Ve (Yellow nest) tosuch
grerwes, Over the past few decades, nummeroes nesearch work has bed o the mapping of L
genes and many im portant quantitative trait loci {QT1s) on different chromosames, which
have been identifbed using DMNA markers [9,10], Leaf-misi resistanoe genes, designabed
Lrl o Le81, have boen described, as well as several Q7T Ls associated wikh mesistanee [11].
However, most of the dentified Le RENIE &T¢ Ty h‘mp;ﬂ s i breed ingg bevanse Ihq,' ane
nut effective against recent I roces (11,12, Strategic breeding of caltivars with nesistano
genes through pyramiding can be an effective aid in reducing the chances of vindent
brveds evilving.

Mlowasdays, imprortant slow-rust pheiotropic geres such as Lel, Ledn, Loo?, and Lres8
combnse e impnw-:' parlial,. J-mg-n‘rm resbskance [ 13]. Partial resistance is d e do the slow-
rusd phenotype, which has a longer lntent period, resuliing in the pathogen developing
e show iy l l-1-]. Tha Ledd, Lrd2, Lrdo, Lrs?7, and Lro# genes have been identified as non-
racial AR genes in bexaphodd wheat, The Ledd encodes an ABC (ATF birding cassetie)
transporber from the ABCG subfamily, while the Laa7 geme eneodes o hesose transporber
with a similar al'ﬁnl!r i glucose. 'I'htmq'm'.h!{'-aru:l resistant Les? allele -dil’i'r.'t"h-:!,I twio
amvine acid resddues [15.56]. In addition, these genes are not only structurally diffesent foom
knowen R genes, but encode probeins of different classes [17] The Lridns enie is one of the
mat durable sounces of quantitative fungal resistanoe in wheat. [Fhas been shown o b
efiective against powdery mildew ancd spot blotch as well as leaf russ, stem mast, and stripe
rust | 15]. The beaf-rust reststance genes Lrdd and Ledé act on all known races of P iriticing
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amel are prosent in many of the wheat cullivars currently grovwn Both genes segailate an
itermiextiate hevel of leal-rust ressstanoe, which |s most pronoirosd st the adidt plant stage
anel |5 assoctaled with persisbend leal-rust ressstanor. The Le67 gene, like the Lrod, Lefd,
L5, ared Le?? g, has the pobential to providie resiskance aver a long period of time,
Hiowtever, s simgle LaF gerwe does not pronvide high nesistance, but wheat oultivams with a
combination of adult plant nesistance gernes or seedling resistance genes with adult plant
fenes can be highly resdstant [19],

Tha Lrés R was farst described in the cultivar ‘“Paven T8 | 20, The Ledé conders beoad -
sperimum reststance bo four blotrmophic ﬁ.n.n.g.al Pamrﬁ;;rm.: B erivicima {Lrdi), B serifornns
{¥r2uy, H_gr:amim': i. A Ikt {Sr5E), amd Blaneris grawimis 0 . friticl [P [12,21) A
owiias L V28 S Piud® on chroamosorma THL is assocastend with resistanos fo mubiphe
pathogens, bat the specific germ has still nod been identified. A number of condidiabe genes
far Lede / Yr29 were selected ancd a.r\:]:r'led [22]. However. ik is sl unelear wchetlver ghis
locuis of nesistance bo multiple pathogens i the result of the pleiotropic action of a inghe
sens or multiple related genes. Moreover, this gene bebongs to a group of geres that show
am effect knomsn: as “sbow rusking”, Le., partial resistance during pathogen infection.

Wi analyse the expression profiles for ming of the ten candidate geves included iy
e LrdtT e losus ab ve tme potnts (0, 6 12, 34, and 48 h post-lnoculatioen (i)

TravaCH1 BORGASINL], TraesU51 BIZCASE200.1, TrawsCh1 BOGTASIS00, 1,
TracsC5] BO2CAS4000.2, TraesiD5] BU2CAS4 1001, T 5 BOGCAS400L],

Traes (U5 | BO2GA54600. 1, TraesiT5 1BI2GASITI0 1 and TraesCSTBIGGASS00R1 [22]. In a study
by Cober ot al, [ 12, they mapped the (Vruce-1BL region on chromesome 1BL, which coin-
cided with the curmeni resistance maps of the P Yr29 nesistanoe gene (also knosen as [rdi).
Thisir analysis of the results supgested that the QY race-T8L H‘ﬁh‘nilﬂ L& Yk Fepresenk
ibw samae gen. The researchers hilghlighied the need o examine the exprossion of the irali in
dafferent genofypes with and wilhout pathogen inocalation to determine whether theee are
dlifferenens. in exprission kvels between candidate genes for Lefag Tr29, Thus, we sehectis)
fonsr candidabe goenes for Ledic TraesCSTBO2CAS20001 (Lrdé-Clud), TraesCS TR ALY
(L4 6-BLKT), TraesCS] BODGAS100.1 {Lrfb-RLKH, atel Troes(CS1 BOGAS00.L (Leda-RLET),

Bresders aim o paramidise resistanoe gimes within the same ooltivar o increase the
edffes iveness of pesistance. Hybrid breeding is the most effective way to combire dominant
resistance genes, but s potential b achieve this is strongly dependent on the frequency
of genes showing complete dominance: Hybnd wheat breeding is expected (o ncrease
vield and stabiliny and is, itherelore, used in wheal-breeding programames, Howeves, basic
inlormalson an the geredtic architecture of wheat and the degee of doainamoe of rist-
alisease resistance i still beking (2], Inorder to develop a sestainabile and cost-ellective
leal-nast contmol strategy: a collaborative and maltidscplinery research approach involving
multiple stakehindders, swch a8 brevders, farmers, geneticists, pathodogists. biotechnologists,
amd policymakers, noeds: to be mplemensed (5]

An I.l'rrpﬂﬂ.anti'.ru'rr essential 1o knwing and understanding the molecular mecha-
nisms of preskstance s ihe mﬂuhﬂh‘m o RET expression. dicrok N As {mikNA=) are small,
nanooeling endogeniais RMAs of 21 o 24 nucleotkdes (nl] in lengeh that play a key robe
in the regudabion of cukaryotic onganisme by inhibiting gene ranslation or degrading
target mEMNAL at the posi-transcriptional kevel, Since 202, when the st plant milhAs
wiere disoovened in A rebidopais, miB™As have boen shoavn b b invalvid in many plant
processes such as repulation of bogenesis, signal transducton, phase change, and organ
development [ 11725 Mant miRMAs ane also crucial regulabors and a key part of plant
defence responses [14].

Thir aien of this !Iud:.l' was bp analvse the EXNprTsin pﬂu‘md candidabe gems for the
Lrdi oo and the Lr34 and Lrod genes responsible for the diffesentiabed sesisianoe to leal
fuistid hybetd fors of the FI generation resisiing from ofosses betwisn the Clnlea caltivar
andl cultivars feom Polsh breeding companies. Morepver, we analysed the oxprission
patbirms of five complementary miBNAS (lae-miR96500, tae-miRTRH-3p, e-milRi7En,
tae-mi9775, and tae-miB L] complementary to L3 and candidaie genes for Lrdé.
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L Materials and Methods
L1 Mam! Material

Thie plant material ussd in the stedy consisted of five hybrd forma of the Fl generabon
obtxined by onossing the referenor caltivar Glenlea with selected cultivars from Polish
breeding comipanies. Seeds of the Glenbea (“Clee 1723527 cultivar seeee ebtained from the
Matinnal Small Grains Collection (Agricultural Bescarch Station In Aberdesn, WA, LSA).
The by baricd Foems of comumson wheat wete obfained from four Polish breeding companies:
Glenldea = (gaka (PMlant breeding Danbo, Polamdl, Glendea = Merkawa (Plant Breeding
Smolice—IHAR Growp, Palarad), Glenlea < Aura (Plam Breeding Strecloe—IHAR Group,
Parlamd), Clenlen = Julreenks, asd Glesbes = Harenda (Plast Breedling Malopolka, Poland).

2.2, Mard Growetl, Patliogen Fapeidabio, mad Lol Sanipe Collegfioin

The experiment was conducted i a groswth chamber under spedified condstsons, The
bemperatare was indlally set at 18 °C during the day and 16 °C at might. In addition, the
emizsion spectrum of the light sounce was fised with a phaton flux of 572 yE One month
alier setiing L i l‘:q.':lilr'il'rl.l‘ﬂt,. ithsi iemperature was rabsed fo 30 °C and 17 °C dunng ik
day and might, respoctively. Plants wiere nooulsied at the adult plang stage by sprayving 2
syEpEnsion nfurrd.mpn:rﬁ. A mixtune of F irificing (water sith 0.75% Tween 20 reagenty
at a conentration of approximately 5 =< 10° spores mi . The mixture was propared
irnecdiately before inocilatson. The plant inocaladion mabsrial was o mistione of four 1
trifletans gsolates, Fungis spomes wiene collecthsd frm infected Geld sxperiments locited in
varknss parts of Poland,

2.3, Madewilar Marbers and CR Roactiess

The modecular markers cs V3 [25] csEVIBG22, fif23 [0, amd cfd 71 |26] were used o
candirm the preserce of alleles associated with the e S Yl 8, Ledé S Y20, avad Lré7 / Virds
genes, espectively (Figure 1) Genomic DNA was isolated from the leaves of 1i-day-
ol seddlings using the CeneMATRIX Flant and Fargi DA Purification Kt (EURs Lid.,
Calanisk, Poland], sccording to the provedune provided by the nanufacturer. The conceritra-
tion of isodabed DA was measured using o MNanoDrop spoctrophotometer and Ao S
ratie. Sanmpbiss were diluted sith Elution bufles (EL/Rx Lid . Gdafel, Poland ) b wniform
wonoemiration of 50 gl

POR was perfirmed with FassCoene Optiema HinStam BeadyMix reagents (WITPPON
Cnetics. Europe GmbH, Déren, Germany ), using 4 Labeyeler thesmal cpcler (Sensolhaest
GmbH, Gattingen, Germanyh. The composition of the rection mistone is given in our
presvioas work [27] The PCR consisted of initisl denabuerstion ot 94 °C for 3 min followed
by 35 cvches {denaturation, 94 °C dor 30 s primer annealing, 60 "0 for 30 5; edongation,
T2 7C for W &), folboveed by the final extension for 1 min at 72 °C and storage at 4 “C. The
primer anmealing temperatures of the marker primers wene 55 °C for LV and &0°C
for cfif23 and G471 markers. In additon, PCR products of the csLVEEEZE marker were
digested with the BspEl encyme (Thermo Fisher Scientfific, Rockford, IL, LEA)at 37 °C
for 1 h. PCR products wene separated on a 2% High Resolution Mus agarese gel (Bicshop,
Canada Inc., Burlington, ON, Canada) in 1 = TBE buffer {Bicshop, Canada Inc., Burlingten,
O, Camada), using Midon Green Dinect DA Stain leppm Carnetics Evrope, Germany).
Electropharrsss pesislbs wiere visialisad inoa Molecular lnager el Doc™ XR UV sysbem
with fin Image™ solfwane verssan 5.2.1 (Bio=Rad [aboratonies, Inc., Hereules, CA, USAL
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Figure 1. Location of Lr3/ Y18 (TracsCSTDORGOSINO 1), Lrd7 /Y it (TracsCSADO2G243100.1),
and four candidate genes for Leds/Ye29 (TraesCSIBIRGASINN0],  TraesCSTBORGASINN.2,
TraesCSIBOCAS4100.], TraesCS1BRCASHO0T), on chromosomes 7D, 4D, and 18, respectivety.
Candidate genes, including the QY rncio-1BL region, are highlighted in red. “Ch1B” similarly denotes
the chromosome name, and the abbreviation “Mb™ nest 1o the scale denotes the megabase unit
referring 8o the length of the chromosomne.

2.4. Gene Expression Analysis with gRT-PCR

Following recent research [22], ten candidate genes for the Lrd6/Yr29 gene whase
sequences were found in the Ensembl Plants database foe common wheat (https:/ /plants,
ensemblorg/ Triticum_aestivum /Info/Index, accessed on 16 April 2023) were selected and
downloaded in FASTA format. These sequences were used to design primers for gI'CR
reactions, using the Primer3Plus tool (https: / /www.bloinformatics.nl /cgi-bin/ primerd
phus/ primerIphus.ogi, accessed on 16 April 2023). Based on the T, acstioum DNA sequence,
primers were designed. The designed primens used to analyse the expression of the Lr3d
and Lr67 genes were described in our previous work [25] and for four candidate genes for
Lrd6. The names and functions of L234, Lr67, and sclected candidate genes can be found in
Table 1. Isolation of total RNA from leaf tissue samples collected at biological replicates and
selected time points (0, 6, 12, 24, and 48 h post-inoculation (hpi)) was performed using the
Maxwell RSC Plant RNA Kit isolation (Promega, Madison, W1, USA), The concentration of
isolated total RNA was measured using a NanoDrop spectrophotometer and Ay / Axeo
ratio. Firststrand <ONA synthesis was performed using the iScript™ Reverse Transcription
Supermix kit for RT-qI'CR (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA), according to
the protocol provided by the manufacturer, A temperature gradient PCR was performed
for each gene (each primer pair) to determine the annealing temperature. The gradient
was set in the temperature range from 50 °C to 58 °C. PCR products were separated on a
2% High Resolution Plus agarose gel (Bioshop, Canada Inc.,, Burlington, ON, Canada) in
1 » TBE buffer (Bioshop, Canada Inc., Burlington, ON, Canada), using Midori Green Direct
DNA Stain (Nippon Genetics Europe, Germany). Electrophoresis results were visualized
in a Molecular Imager Gel Doc™ XR UV system with Bio Image™ software version 5.2.1
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). After the specific amplification product
was obtained in a 2% agarose gel, the annealing temperature for gQRT-PCR was set to
53,5 "C. Two housekeeping genes, TUBS and ARF, werne sefected and gRT-PCR analyses
were performed [25]
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The qRT-PUR analysis was performed using iTag Universal SYBR Green Supermis,
aned CFX Conmasct Beal-Time PCR Detection S:mu_-m (Fip-Had Laboratories, Ine., Hercules,
CA, USA)L Each od the qRT-PCR experiments perfommed consisted of thiee biological and
thna technical repeats, the nesalis of syhich wiene calculased and averaged. Megative coninol
NTC (Mo Temiplate Contrd} was performed during each single expression analysis, applicd
e o S-weell plae in ibee echnical replicates. The followirg temperature profile was wsed
'Fnr-l:iI"CR reastions: initial densuration for 3 min at %5 °C; then 40 cyches: denaturation
for 1 s at 95 °C, annealing of pri.mtn. fior 30 = a1 5335 °C {Mworesornoe measnensent ) Sel
stage (Medl curve): melting temperatune range 65 “C-50 “C; every 5 3 the lemperatwn:
was increased by 005 °C and a measurement was takens The neference genes were hested
according o a previowsly reported protocol [28]. The mesults of the standasd gRT-PCR yield
curvis (TaE) and coefficient of debermination 1;“1 witlues] wene included in the caloulabon of
the :'-:l.pu'mm resuls [ 28], The normalised ﬂpmﬁim was calculated using CFX Maestro
softwane version 400 and fhe Gene Study ool (Blo-Rad Labormatorics, Ine, Herules, CA,
LsA), which allowed comparison of the expression of all genes for biological repeats of
each h:,.*l:rid fierrmy, aik selected time pninhﬁ.

2.5, Expression Amilysis of lENAS Asovdnial aitl Led and Camdiila fes Gores for Lrde
s Py dng) of for

i this Fh.ll:l:.'. Ehe nrqu'mum of miRMNAs was aru:lt!.'nrd'. Esp=mmei ROE Tk n:-r,u'rq:-]-rmmur:.l
b Lr 34, three relatedd do the candidlate gerw LGl (lae-miR53H-2p, te-mIiRYE0, and
Tae-miR%75), tae-mikI7RY complimmentary to Lrdo- BLEL and tae-miR16 complementary
ton Lrdé-RLKE The coding sequences off these candidate tanget genes, dovwnbsaded Froam
1he Ensemnbl Mants database (hikps: £/ plants. ensemblong Triticuns_sestiviam /Indo Dndes,
accessrd on 16 April 2023, werne analysed in the psEXN ATarget database (hitpe/ S plantgm.
noble.org psRMNATarget/, aocessed on 1 Apu'l.l A2, The nr-qu-;'-rhw_-.ud' Ehae fovier iR M As
analysed were boaind in the milBase database (Rbgs: OO wowaomirbaseong £ sooessmd on
16 April 2023) and downloaded in FASTA format, and using the IDT—Integrated DA
Techmologhes websibe (htips feubdidnacom ( pages, accessed on 16 April 2003 giem-loop
primirs were designed for miRNA reverse ranscripion and SdPCE reactions accondimg to
the protocol [25=31],

Lizad- timsue samiples soese collected from each of the five hylbrids i theee Baelogical
replicates. Leaves wene placed in fubses and immediately frosen in liquid nitrogen. The
collected beaf tiesise was stored ina freeser a8 =80 “C until miRMA fsolation was initiated,
Thee mibrvana™ milsA lsolation Kit fnom ThermoFisher Solenbifie was wsed for microRlNA
isedation, according to the protocol provided by the mamfactuner. The primers for the
stemiloop RT-PCR weene designid based on sequesnces of complementary miBMNA molioibes
e forr geenes: bhae L3 e aned canclidabe gemis for Db (Lefo-Glud, Lede-HLEDL Lrdo-REEZ,
and Lefie-RLE3), according 1o the protocsd | 25,29]).

Lo, Shebbsbioal Amifyses

Tiwo-way analyses of variande [ANOVA) woere careied out o determine the main cfiects
o e hivbrid Form and Hme point as well as the hybad form and tine point inkeractions
o the variability of the exprossion profiles betwemn the pences. Inorder to compane mean
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expression at cach time point tested after inoculation to expression before inoculation,
elemental contrasts were performed, carried out for each hybrid form independently. We
referred to the expression values of the miRNAs analysed as ‘relative expression’ for
the expression level, as our results represent differences in expression compared to the
values before inoculation. The expression of the analysed genes is shown as heatmaps.
For visualization of gene expression results, cluster analysis (UPGMA method) with the
Euclidean distances was performed, All these analyses were conducted using the GenStat
v. 23.1 statistical software package (32

3. Results
3.1. Mentification of Molecular Markers Assockutod with the Lr34/Yr18, Le46/Yr29, amd
Lrs7/Yrdb Locus

The molecular markers used successfully identified selected Lz resistance genes in the
hybrid forms tested (Table 2). It has been reported in the literature that STS marker csLV34
is highly reliable for Lr34 [25,33,34), and osLV46G22 is a highly reliable and close diagnostic
marker for the Lr46 gene [22,27,35]. In the case of the presence of L234, we obtained a
product of 150 bp. In mast of the hybrids analysed, we obtained heterozygotes, only in the
case of Harenda % Glenlea was a homozygote (+)obtained (Table 2). In the absence of Lr34
in the hybrid form, a PCR product of 229 bp () would be obtained. Also, the csLV46G22
marker was identified in all hybrid forms tested. Two flanking SSR molecular markers,
cff23 and cff71, were used to confirm the presence of the Lr67 gene (Table 2). In the case of
ofd23, a PCR prosiuct of 211 bp was obtained, while in the case of off71, it was 214 bp,

Table 2. Summary of the presence of the molecular markers (sLV34, csLVE6G22, 23, and ¢fd71 in
tested commaon wheat hybrids,

No, Wheat Hybrid L33 (eslV34)  Led6 s VE6G22)  Leb7 Acfi23)  Le6T (efd7D)

1 Harenda x Glenlea . . + +
2 Jutrzenka x Glenlea " . v .
3 Aura x Glenloa H . . 4
4 Ttaka = Glendoa H . + 4
5 Merkawa = Glenlea H . v ‘

+. presence; H, heterazy gous,

3.2, Results of the Statistical Analysts

The analysis of variance indicated that the main effects of the hybrid form and time
point as well as the hybrid form and time point interaction were significant for the ex-
pression profile of all genes. As cach gene has a specific expression level, the analysis of
variance was performed for each gene separately. An attempt was also made to compare
the expression profiles between the genes through Pearson’s linear correlation (Figure 2).
As a result of the correlation analysis, it was possible to observe that between Lrd6-RLK]T
and Lrd6-RLKS there is the highest positive correlation (0.791). In contrast, there is almost
no correlation between Lr3d and Lr67 (0.018) (Figure 2),

The two-way analysis of variance (ANOVA) indicates that the main effect of hybrids
was significant for Lr3d, Lrd6-Glu2, Lré6-RLK1, Lrd6-RLK3, and Lr67. The main effect of
time was significant for the expression of all genes except Lr34, The main effect of the
hybrid x time interaction was significant for the expression of three genes: Lrio-RLK],
Lrd46-RLK2, and Lr46-RLE3 (Table 3),

159



Curr. Dones Mol Bl 024, 45

sis

Ledd Lrd6-Glu2  Led6-RLKD Lrd6-RLK2 Led6-RLKI
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Figure 2. Heatomaps of Pearson's linear padrwise comrelation coeflicients between the observed genes
Lr34, Lro7, and the sclected candidate genes for Led&/Y729 based on the values of their individual
expevssion profiles. * p < 005, ** p < 001, *** p < 0001

Table 3, Mean squanes from two-way analysis of variance for expression profiles of stadied genes in
hybrid forms of wheat.

Source of Varistion Hybrid Time Hybrid » Tinse Inleraction  Residual
Degroes of freodom 4 4 16 B
L34 onss* (1L.036 0.025 0015
Lrdo-Glu2 5671 5291 5630 4194
Ledo-RLKT (06" (00066 *** QL0025 *** 0.00003
Lrd6-RIK2 o3 ooz * 057 * 00029
Lrd6-RLKI 3625 1.945 %% 1016 ** 0122
Le67 ox7* 0439 0053 (1066
Ty <ORDK ™ p < 0L,
3.3. Gene Expression Analysés

The qRT-PCR analyses of Lr34, L6 7, and candidate genes for Le46 in all studied wheat
hybrids and at different time points are presented as heatmap graphs (Figure 3). Similarly
to the previous study [28], the resistance genes (34 and 1767 showed a differentiated
expression at time points, The Lr34 gene showed relatively bow expression after inoculation
of plants by Pt fungus. However, compared to our previous work |Z5), a similarity in
the expression profile of [734 in the donor form of Glenlea can be observed in the hybad
forms studied, whoere the highest expression was observed at 24 and 48 hpi (Figure 3). The
exception was the hybrid Harenda < Glenlea, which showed low expression of the Lr34
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Figwre X, Exprossion baatrnap of the Led, Le6T, and four Ledt e B candida e genes in lead Sisspes an-
did P frilic g indechion. The evalusation ingluded byEic] dorms of cosrmon swheal {Elangnds = Cilinilea,
Judrsevda = Glenbea, Asrs = Glenles, llaka = Glerdea, and Merkawa = Glonlea) madicated on ibe
wrtidal ames Al dslensnl lame poirds (006, 12, 24, arkl 38 Bipt) sdentilssd o e hoeizondsl dos. R
indicates bovwer naosmaaised evpression and yellow indicotes higher normalised eopressaom.

I commpaarison Bx Ledd the Lef? gene shwoed a partially different expression pattem,
alsr demonstrated by the analysis of varlance (Flgures 2 and 3), In the case of the Lra?
gonee, i exprssion bedone incculation B aba remarkalsly high level (0 hpil Bhe exoepdion o
this trend s the Jutraenka = Glenlea hy'brid, which showed o constant expression of
thi: Lrbd gene at all Hene points (Figune 3), In tyvo wheat hybrids (Hannda « Glenlea and
Mirkovwa = Glenlea), the expression bevel of this gene decneases slighily alter inoculalion
6 bupa ) and incneases again at 24 hpi ondy tor the Merkawa = Glenlea hybeid form. Unkerta-
nalefy, on normalized expression anabysis, Lrs? gene oxpresshon after inoculation did nod
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redch higher valwes than belore ineculation (8 hpa) {Figure 31 This may suggest a weak
Feslstance response to I,

Among ihe candidabe penes, the beast diverse expression profile was obseroed for the
candedats gene [rdi-Glul2. In the wheat h!.'bd'i.ds. Jutrzenka = Clenlea, ltaka = Ghenlea,
Harenla = Glenles, amd Merkawa = Glenlisg we obsorve a sbrong nenesse in Lrdi-Glii?
capression at 3 hpd, reaching dgnificantly higher valoes than befone inooulation (Figure 3).
Thee inpresssion bevel of Lede-Giud signiicantly excesded the pre-inocsilation baseline. Inter-
estingly, the expression kevel of Lrd6-Gle2 at 48 hpi decreased im all tested bybrid forms. but
in b hivbsrid form Auira = Glenbea, 180l exceeded the pre-inooulation baseline (Figuee 1),

Compared to the candidate gerw Lefo-Glu?, the genes Lefs-RLKT, Ledo-BLED, and
Lrfi-RLES demonstrmte low oxpaession over time, at simklar kevels inoall hybresd forms
bested (Figure 30, This may suggest their haver involvement in the defence response afber
Pt inpculation, In the case of the Lrdé- BLK2? pene, expression levels fluchuate over time in all
hybridks, eventually meaching kwwer values than befooe iooulation {Figure 3). lntenstingly
thaese Wprmrﬂud very high initial Ll:l:prrminn 1] h]:-i:l in Aerkawa = Glenlea (Lede-BLED,
Lrdo-HLED and [wirmenka = Glenlea (Lrdo-BLET) hybrids,

14 EJ].u'mim :fm.iﬂ‘.'-.l.-'l.—.' Cl;l'luljfr:l.l.u"rll'l:l'l'll.l]n L omd 'I'.'nm.r! Cireatfidrte E_'.r.l.u"sl.l'ur Lrdi

Using ll‘l'l'l:'|-||:|-r|||:|- KT-I"CE and ddPCE, we prrﬁnnmd. X PSS a.nn]:p:l.u of miEMNA
rdeciles selected from databases as complementary to Le3 ancd four candidabe gemnes
fior Lrdie Yr29. We companed the r}:prﬁﬂm resulis of sebecied genes with the n:lpﬁ.‘li'l."r
valiis fie 1 mdEN A malecules complementary to themn, Contrast analysis was perfoomed
tior the expression data of miEMAs, and the resulting clemental contrast values for the
eupression of miRMAS complementary bo Ledd and candidate genes,

Amalysis of miBNA wing JdPCR reveaksd a potential role for fae-miK9653b in
down-regulateon (miENAz complementary b the Le34 genel, The level of sequence-
complementary tae-mik9653b Auctuabes at observable time peints. Eventually, between 24
nrh:l-i-ﬁ-hpl. when an increase in Lr3d ﬁrm-:'rpmﬁdm s obwerved, the kvel of tac=mi 6550
dechesses. Such a situabion Bobserved in hybrids Hasenda = Glenbea, Jutreenka = Glnbea,
and Merkawa w Glenbea, whoere the m:-pr-rmilm levels of Lrekd and tae-miKO6550 FEns
Fluctuate after noculation by b case of futreenkn = Glendea and Merkawa = Glenlea,
wie observed a significant increase in ae-miB965M expresion at 24 hpi, well above the
basedine (Figure 43 1 the cose of Aura = Glenlea and liaka = Glendea, we do pol observe
significant tae-miR%53b evpriscion, which is obtained at consiatintly low levels at all
selected time points (Figune 4),

Acoonding to the databoese, Eae-miBY7ED is complementary fo bvo candidate gemnes,
rdi-Gitid (TraesC5] BOGGASEN0 1 b and Ledb-REKD (TraesCS1BIRGASE 1001 ), Relative o
Ehar Lrdt-Gl 2 e, tae-miRITT5 is also complementary. Unfortumabely, Bee expression af
Eae-miF9T7TS was ab a low level and did neg alloawr for confident infenence. In the Leds-Gln?
g, we analysed the exprssion of o mikh As: e-miBS8 and tae-miB55384-3p, The
expression of kae-miRYTED in the majority of the tested wheat hiybrids was at a constant level,
bspthy brefore and after inocalation, Analysing the complementary bo this gene tae-miR584-
Hp_. it was found that ik l.':I:PI'L"!zlil!ll'l. lewel after noculation in fowr h:.-:brids Thuchuated
eveniually eaking valises baver or equial to the inltial values before inooulation. Therefone,
this can sugggest that laemiR5384-3p did mot specafzcally nepress the Lrdt-GluZ gene, as gene
expresshon monesed alber inoculation, O all the hybrids analysed, only Aura = Glenbea
shaowesd a significant Encrease in tse-miR5384-3p expression at 48 hpi, compared o pre-
inpculation levels. For the other wheat hiybreds, a loweer copy member of this miENA was
recisrdad at 48 hpi than Before mooulation by & (Figune Sk
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Figure 4, Analysis of complementary Lae-en R¥53h expressacn compared to L7234 expression patterns
during P tritkcing infection. Numbers 6, 12, 24, and 48 indicate hours post inoculation (hpl). The
graphs show the relative expoession values companad to the 0 hps time point. Ermor bams shown
indicate standard error (SE). The expeession data shown were obtained from the average of three
bicdogical replicates, and cach biological replicate had three technical neplicates,
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Figure % Analysis of complementary tae-miRSFED apd tae-miR55S-3p eapression compared 1o
Lrdo-Glul e peadan pakivrs dusrng P Eribcias mlesthne Numbers b, 12, M, and 48 imsdicate Bours
st ineCuikation (g, The giaphe sl e eelalive o3 pressan valigs Jompanind 1o B 0 b ties
posint. Error bars shown indicate standard ermor (SE). The epression data shown wene ohtabned from
the average of Thee bological replicates, and each bialogical replicate bad three techmical replicases

Ii'.nmp.'mnj; 1|‘||."i'I.FIH."\'.Id|'H'l of tae-mitRTE) madecules with the expnession pmfi!r oif
Lrda-RLK2, we observed variability among e bybrids tested (Figune 81, Ineach hybrid
form {exoopt Harenda x Chenlea), we observed the highest expresslon ol tae-mbRS7 R0 ai
45 hpi The fuchiestion in tee-miB97E0 expresion may suggest it possilbe mole in nesistance
mespose by biotic shresses,
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Figure &, Analysis of complementany be-maBO7E] exprsaion companed b Lrdf-REET o xpression
patberns durirg P Prilicing infection. Mumdbens b, 12, 24, and 48 indicabe bours post inocalation (hysl
The graphs show the refabive expression valees compared o the b Bnse poind, Brroe bars shown
Erdicate stamdarcd ernor (5] The exgreession data shovwn wene obilained feom ghe avenage of thre
baalogical poplicates, and each bichygival replicate had thaee teelnical neplicases.

In contrasi, e-mikied, which is complementary o the candidate gene RELK3
(TracseCS1 BODGEASE400. 1), showed differential qxputﬂirm al pre- amad PI.'I-!-T‘-EI'H:IEI.I]&II:[L‘IL‘I. In
thie case of Hw bwao hyvbrid foems, futrzenka = Glenles and Aura = Ghenlea, we observed
a significant ncrease v the te-miR 164 expression, relative to the pre-inoculation value,
Far the other hybrids, tae-miRi6d expression fluctuated between & hpi and 45 hpi after
o ulation eventually reaching a bwver value than before inoculation (Figure 73, 1n the case
ol this condidate gewe, thene were also no significant correlations Belween its expression
and thal of tag-mil 164, which is complementary 1o its sequence.
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patterns during I inticing infection, Numbyrs 6, 12, 24, and 48 indicase Bours after inoculation (hpi)

The graphs show the relative expression values compared to the 0 hpi time point. Error baes shosn
K f f ¥

indicate standard erroe (SE). The expression data shown were oblalned from the average of three

biological replicates, and each biological replicate had three technical replicates.

4. Discussion

According to our rescarch hypothesis, only one gene is responsibie for the desined 7t
type APR resistance. Nevertheless, it is possible that there s a cluster of closely related
reststance genes, each of which is effective against different pathogens. Although cloning
of these genes would be necessary to provide a definitive test of this hypothesis, examining
the ability of the QYrucw-T15L region to produce APR resistance against leaf rust, stem
rust, and powdery mildew pathogens may provide valuable information to confirm the
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above hypothusis, bnour previous stady;, we wene abile o analyse the expression profiles
fior ning of the ten candidate genes included inthe Lrd&Ye2® bocus at five ime peints (0, &,
12, 24, and 48 hpil: TraesCSTBCASTHNLL, Traes{S1BO2CASIM0.1, Troes"S]1 BU2GASSM.,
TraesCS ] BIRGA54000,2, Tewesl51 BO2CAS4 1ML, TracsCST BIDG45400.1,
TraesS T BB 500, 1, TroesCSEBOR0EASTM L, and TraeeCS1 BI2CAS500. ). Inthis ctudy,
wee showoed that of all the geres analysed, the canddidiabe gene Lrab-Gla shosved the highest
ﬂ-rpmuinn lewe] after inoculation h:,-' P friticiaa, This iy adlicate s ':mpmla.m rode in
resiabanoe processes. Anather gene with lower but skgrificant expression was anotber Lrdb
candidate gene, Ledf-REEE The results indicate that the candidate gene Ledi=-Glud may
be involved in the resistance resporse of the plants. Alter inoculation by 7 fungus, for
all hybrid combinations 24 hpl alter inoculation, s expression level inermases inlensely
reaching higher values than before incculation. Inooar previows study, we observed the
sarna rend in the Ledd-CGlie? expression profile ai the selected tme points alier inoculation
by P, The Lrdé-Gln2 :|r|.a.|:|.*s-ig. included fAve reference-resistant whieat culiivars, where is
highest expression was observed at 24 and 445 bpi. The expression of fhis gene was alse o
Whrmiaﬂ:,r mn-n'gulall.ﬁd I':|:,.' the :nmplrmrnr.ar}' L il SNUENCE I.ﬂ:-m'iﬁ]ﬂ-l—-:l-p.

Compared to e Ledb-Glu? candidate gene, the Lrd6-RLEKT gene appears to be less
invalved in the defence response after P drificiu infection, since In up to three hybelds (Taka
@ Glenbea, Aora = Glenlea, and Merkaswa = Glendioa), its expression levels fructuated over
A, eventsally taking on lower values than befome incculatkm. Among th seected candi-
glate s in thee vtk off Cobso e al. [ 22], three candidate REnEs [TracsU5 1 BOSGASTHEL T,
TrasaC5BO2GA54200.1, and TraesCS1BRGASA50.1) ane ENDO-T3-BETA-GLUCAN GLL-
COHSTDASE, CTIAVITIES I:rull.'l\-lql.nﬁ Iy tha PR class, involved in thae s off whizat b biotic
stresses. According to the literature, these are proteins involvid in plant defence mecha-
mesmes throaggh bydrobysis of the fengal oell wall. Ina secent study, an inceease Inoendo-1,3-
bueta-ghecosidase glucan was observed during drowght stress [36)0 3-1 3-glusanases belong
e thae P'H-2 Farnily of plant pathogenesis-related probeins (MRs). They ane eneynes that are
abumnddiant in phnl:. amd Fave numerous functions related o ocell division, are imvolved in
tramsport through plesmadesmata ad in e resistines response o stresses [57],

lel" r‘l.'i.'-L"Fi.'nr‘-ﬁk.l" kinmiﬂl]ﬁ,}ﬁm families can be found in |:|-l:|.|1h|. In the work
of Cobo et al, [22], four of the candidate genes ans BLE gemes (TraesCS1B03GASHMN0.2,
TraesCSTIRGAS4 001, TraceCS I BIACARHON. T, and TraesCS1 BO2CAS4A00 1) which en-
codie prskeing important for recognising extracellular signals and initiating imtraceflular
shgnalling cascades in response 1o these stimuli, RLKs in ihis reglon encode proteins with
two extracellular domadns that are chamcteristic of a subgroup of cysteine-rich receptor
kinases [22,58,359), 1t has boen propoesed that members of this sub-growp may be involved in
redon signalling [38]. RLKs ane mombrans prodeins becated in the extracellular domadn of
e necepior and ane involved in both bistic and absiotic stress nespinses. The extrscellular
ligand-binding domain, the ransmembrane domain, and the intracellular protein kinase
divmiain ane Iﬂ:lil:ill components of RLEs. The extrocelhular domain, which is x-p-un:i.i'u: {11
imdividual RLEs, binds a particalar ligard and albows BLEs 0 mespood bo dilferent typses of
signals. Among the rl,'c':'-pl:nr-lik: kinases (RLKs), variants such as lewscine-rich rl:pc.':b:--l'LEE.},
Jevten (Lec), hesine modid (Lysd), o wall-associated kinases (WARK) ape distinguished [3%440],
rece phor-dike profein Kinases (rik] make the largest known Bamily of protein kinases that
are important in pland response to pathogen infecbon. Gu et al. [539] discovensd & new
cveling-rich RLK gene, TiCREY, which positively regulabes resistande 1o infection caused
by P in wheat. In a recent study by Hajiahmadi et al [41], researchers investigated the
expression of differentially expressed genes irducsd by biolic stress mdueed by P isticing,
which was characterised inan isogenic line cm]."n'ig the Lr57 gene. The h.ighr:t membsier
of transeripts undengoing expression was detected in 12 hpis Interestingly, among these
iranscripts, a cysteing-rich receplordike prodein kinase was expressed only In the esistance
genotvpe at 12 hpi.

In this shdy, we also analysed expression patterns of e-miRE3E-3p. We observed
that the Lar:-n'i.iﬁ."ﬂ&l-]p ﬂ-ip-rr.l.:lnn level after inooulation Auctuaked, cr-l:nh.la[l}' taking
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wvalues lower or n:lua.l e the initial values before ineculation. Therefone, this can Ut
that tae-mika384-3p did not specifically repress the Leda-Glad meise, &5 goe exprsssion
increased after Inooulation. However, one of the Banget unctions of tae=miR538-3p oy be
o inhibit a number of grnes in the TaFAR2 h1.|l:|£am.i|:|.' that are ssnciabed with thee formation
of unsaturated latty acids, which play an important sode in plant development and in
responss o biotic and abiotic stresses [42]. In contrast, te-miREE4-3p showed a very high
increass in expression level after treating wheat seedlings with a chitosan suspersion [43)
The dypee of Auctaating relative expression profibes s commonly observed for small RN S
ng or I:lRT-I"[:.R-bﬂf-Ed. BN A ea]:u'nlql;n mal}':j.l: wnder different biotic and abiodic
stresa conditions [44]. Such a phenomenon mmay relade o changing defece meclanisms in
the sarly and late stages of the plant response [£4],

In mmpari.u:ln by mrwescled ph:rrrl-l.u:h as e and Arsfidop=is, peseanch indo the rode and
funciion of miEMNAs inwheat has been significantly delayed. The challenging aspect is the
commo wheat geramae, which |s huge (npprocimately 16 Ghp) and comples containing
rt'pc{'ili'l.'r SeueTes, inchading refrofranapaosons, that account for a5 minch as about 857
of the genoima [24.45], Mlant tolerance o ablotic and blolic stresses are only a few of the
bipdogical or agrongamic iraits that can be improved with new bistechnology ools based
on miBM A-encading MIR genes. A more profound anderstanding of the regulation and
expression profile of MK gpenes elaled o intrnsic ik of BNA Interferenoe (RNAL
mischanisms, olerance bo abiotic or biobc stresses, and |.=:q:l'|rri|1'.|1.-_r, thi= n.dranl:gﬂ. o herasd
by new biotechnobogy tools can lead 1o practical biotechnology applications to improve
agronomic fralts inomany crops worldwide.  Furthermore, with this knowledge, new
bistechmokygical products can be oreated with greater practicality, reduced generation time,
ancl lower cosds [44],

The miR164 family is one of the most conserved groaps of miERNAs in plants [24]
One miEMNA molecule can controd multiple target geises, similar b plant transcription
fockrs, Previous shudies have shoavn that miB e targeds plant-specific MAC iranseriplion
factiors | 1]. The |'r|.p'rn-1'il:|.' of NACs p'l.:}' an essenvial rofe in the ngulari-rm o pL:mI: :‘Eﬂr’lq:r-
eyl in the response o abiotic and biotic stresses, The functions of miR164 have been
identified In plant responses in biotic siresses. The main functson atiribubed o miRisd s o
regulate transaripd kevels of relevant genes [47-£9]. This miRNA aleo targets the selected
carudiclate geme Lrde-BLES, Inoour stady, in the majority of esbed wheat cultivars, when can-
didate gene expression inoreased, tar-miR16 was down-regulated, and vice versa: when
miBMA exprission incredsed, the candidabe gene expression valwes were down-regulated.
The decrzase in tae-miR 16 may B related fo the scivation of Lrde-RLES pene-dependent
immiune micchanismes, observied a5 a r.:p'id RENE Tesps b I:hrp.uﬂu,q;l.-n_ Bloreover, wie
observed similar interactions in our previous work on tae-miB 164 [34]. Recent studies on
miEMAs associabed with the endoplasmbc retioulum (ER) siness respornss have showmn ihai
tac-miBiead pL:|.1_.':.1 I'Ill.‘ﬁ.ﬂil."f mﬁu.’l.ahnr!." role im wheat in Pesp i 1o drought, salt, and heat
striss, The tae-mik 164 madeoule, together with tac-mik2¥16 and tae-miR39%6e-5p, has been
kdentified as an ER stress-responsive miRMNA [17],

5 Conclusions

Im this study, we analvss the expression profibes of Le3d, Leg?, four candidate genes
kxcated at the Ledé hcus, and five l;l.n'nplr..-n'l.ﬂ'u.nl!.' miRMNAs [ ae-mi 3653, I:ar-miﬂ.'ilﬂ-l-ﬂp-.
tae-miRS7R0, tae-md 9775, and tae-miBl6d ), in nesponse to M infection. Sustained host-
plant reslstance bo beaf rust ks one of the most important tradts that breeding progrmmes
should invest in, allowing for reduced fungicide use and promusting greater stability and
susdainabiliby of vield levels, The effect of gene combinations, the presence of unidentiied
genes, and different expression levels of resistanon genes as wiell as other beotlc and ablotic
foactors can cause different responses of culbivars carrying thie same resiatanoe genes to
frificing, Sources of race-specilic and non-rce-speciiic genes can be usind 1o be pyrambded
with ather effective Lr genes. The use of highly advanoed and high-throughput tools such
as Feld pathogenomics, transgeoetics, and genome editing bo shudy both host sand pathogen

168



Care fears NG, Mol 3004, & Ly

arganisrs will e helpiul in achieyving bropd-spectrem and durable resistanoe to leaf rust
i cormmen wheat

In our stisdy, we analysed the genes and miBNAs oxpression pathways in hybrid
forms: Harenda = Glenlea, Jutrzenka = Glenbea, Aura = Glenles, Iaka = Glenbea, and
Merkawa = Glenlea. The Lr34 gene, a5 in our previous shdy, showed melatively low
exprission &1 the lme points studied, Hvever, itis possibile toobseroe that L expression
at 24 and 48 hpi. increases, and Ec-miB%E30 c-:q:-mmiim decneaxees. Therefone, it can be
cotclided that te-miR9530 may be involved in e controd of the defmee response,
Amaong the candidate genes for Lrdé, the least diverse espression profile was observed
for the candidate gene Lrdé-Clud, with an increase n its cxpression at 24 hpl, which may
supgest activation of the defence response in Ested hvbrid loms. The expression level of
Lrd-Giu? significantly exceeded the pre-inoculation baseline in all tested wheat hybrids,

Cher pesearch ighlights Bhe need b anderssarad the solecular basks of plant-padhogen
inberactons, and this will enable the dﬂ'-rl.npmmt of new stralegies for M resistance. To
sletermsine the alletic variation of the Lede bscus geme(s), choning ard fenctionas] analysis of
the geres) = esaenbiol. This achievement would aflmy the development of mone specific
msrilar markers for Ledh, which would facilitabe s seboction inowheat neststanoe broeding,
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