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Opis problemu badawczego

Rdza brunatna corocznie poraza, w wiekszym lub mniejszym stopniu, wszystkie odmiany populacyjne
oraz mieszancowe zyta ozimego i jarego. Czynnikiem sprawczym tej choroby jest grzyb (Puccinia
recondita f. sp. secalis). Jest ona, szczeg6lnie niebezpieczna dla odmian o skroconym Zdzble, u
ktérych udziat liSci w ogélnym bilansie asymilacji jest wiekszy niz u odmian wysokich. Szkodliwy
wplyw rdzy brunatnej na zyto zaczyna sie po infekcji, gdy patogen zaczyna zarodnikowac. Nastepuje
wowczas obnizenie aktywnosci enzymu dehydrogenazy, natomiast znacznie wzrasta aktywnos¢
rybonukleazy, co powoduje zmniejszenie zawartosci kwaséw nukleinowych w liSciach. Wystepuja
problemy z transkrypcja i nastepuje zatrzymanie syntezy RNA, czego konsekwencja jest zmniejszenie
iloSci produktow translacji i spadek poziomu biatek. Postepujacy proces degradacji biatek powoduje
oslabienie proceséw zyciowych w ros$linach i dalsza przyspieszong degradacje biatek. Dodatkowo
pojawiajace sie na powierzchni lisci ogniki rdzy redukuja ich powierzchnie asymilacyjna, co w
konsekwencji przyczynia sie do zmniejszenia produktywnosci roslin.

U zyta mechanizm obronny na infekcje powodowang przez rdze brunatna polega na tworzeniu
nekrotycznych plam otaczajacych skupiska zarodnikéw w punktach jego przenikniecia do komorek
tkanek zywiciela. W komorkach i tkankach zainfekowanych roslin z takim typem odpornosci szybko
nastepuje aktywizacja enzymow biosyntezy zwigzkéw fenolowych. W okresie poprzedzajacym
zarodnikowanie patogena zmienia sie takze metabolizm kwaséw nukleinowych zywiciela. Powstajace
zwiazki fenolowe gromadzq sie wokdt miejsc wnikniecia patogena do komérek lisci. W konsekwencji
prowadzi to do $mierci pasozyta oraz do nekrozy porazonych tkanek. Jest to typowa obronna reakcja
rosliny na infekcje patogena o obligatoryjnym typie pasozytnictwa, ktérg potocznie okresla sie jako
nadwrazliwo$¢. Zyto z takim typem reakcji na infekcje przez rdze brunatna nie uzyskuje jednak pelnej
odpornosci.

Podejmowane préby hodowli i selekcji Zyta w kierunku odpornosci na rdze brunatna z
wykorzystaniem genéw odpornosci z wieloletniego zZyta Dzierzawina, gorskiego zyta Kruprianowi
oraz populacji wyodrebnionej przez Kobyljanskiego, nie zakonczyty sie sukcesem (Solodukhina 1994;
Kobylanski i Solodukhina 1996). Badania nad genetycznymi Zrédtami odpornos$ci na rdze brunatna u
Zyta nie sq tak zaawansowane jak u innych gatunkéw zbéz. Zlokalizowanie genéw odpornosci i
opracowanie systemow markerowych, ktore postuza do wykrywania tych genéw na wczesnych
etapach hodowli wymaga zebrania odpowiedniej puli genotypéw odpornych. Do form takich naleza
mi in. linie wyprowadzone z Secale cereale odmiana ‘Rosen’, ktéra poshuzyta jako zZrodlo genow



odpornosci na rdze Lr25 u pszenicy, odmiana ‘Sanim’ (‘Sangaste x Immunayall’) czy odmiana
,Jmmunaya 1” wyprowadzona z populacji Secale montanum.

Prowadzone dotychczas badania molekularne oraz proby mapowania genéw odpornosci na rdze
brunatng u zyta pozwolily na opracowanie markeréw molekularnych RAPD i SSR sprzezonych z
genem Pr1 zmapowanym na chromosomie 6RL i genem Pr2 na chromosomie 7RL (Korzun i in. 2001;
Hackauf i Wehling 2002, Wehling i in. 2003). Obydwa dominujace geny Pr1 i Pr2 nadaja opornosc¢
poprzez nadwrazliwos¢ i uznano je za aktywne wobec miejscowej populacji P. recondita. Dodatkowo
trzy inne geny Pr3, Pr4, Pr5, zwigzane z rasowq opornos$cig na rdze brunatng, zostaty zidentyfikowane
przez Roux i in. (2004). Stosowanie specyficznej opornosci jest skuteczna strategia, czesto stosowana
w hodowli, przeciwko P. recondita oraz innym patogenom biotroficznym, ale niestety jego trwatos¢
nie jest zadowalajaca (Miedaner i in., 2012). Alternatywne podejscie skupia sie na niespecyficznej
odpornosci, ktéra jest rowniez znana jako odporno$¢ niepowtarzalna lub czesciowa, poniewaz rozwoj
choroby jest zmniejszony, ale nie catkowicie zatrzymany. Udalo sie zidentyfikowa¢ niespecyficzne
geny opornosci kodujace transporter ABC i biatko zawierajace proline u pszenicy (Krattinger i wsp.
2009) oraz u ryzu (Fukuoka i in., 2009), jednak koncepcja niespecyficznej opornosci na rdze brunatng
u zyta nie zostala szczeg6towo zbadana.

Wykorzystujac mapowanie asocjacyjne genomu (GWAM) na podstawie sekwencji markeréw
DArTSeq i mapowanie asocjacyjne genéw kandydujacych (CGAM) na podstawie sekwencji genow
ScBx udato sie wykry¢ dwa markery SNP silnie powiazane z cecha odpornosci na rdze brunatna u
zyta (Rakoczy-Trojanowska i in. 2017).

Proponowany sposob rozwigzania problemu badawczego - jakie prace bedq wykonywane w
ramach projektu i jakimi metodami chca sie Panstwo postuzyé¢,

Rok I:

0 Ocena podatnosci genotypow zyta wybranych przez stacje hodowli na porazenie przez rdze
brunatng przeprowadzona poprzez sztuczna inokulacje;

0 Ocena wybranych z kolekcji KGHRIN linii wsobnych pod katem przydatnosci do
wytworzenia populacji mapujacej pozwalajacej na wykrycie genéw odpornosci na rdze;

O Przeprowadzenie krzyzowania wybranych linii rodzicielskich zZyta w celu wytworzenia

pokolenia F1;
0 Identyfikacja genéw o zmienionej ekspresji pod wpltywem infekcji patogena na pomoca
technik:
o RNAseq
o sRNA

0 degradom.

Rok II:

0 Rozmnozenie pokolenia F1 do F2;

0 Ocena podatnosci genotypéw wybranych przez stacje hodowli na porazenie zyta przez rdze
brunatng przeprowadzona poprzez sztuczna inokulacje;

0 Sekwencjonowanie DNA linii rodzicielskich w celu identyfikacji markeréw SNP uzytecznych
w genotypowaniu populacji mapujacej;

0 Analiza metylomu linii rodzicielskich;



0 Ocena marker6w SNP przewidzianych w in-silico do genotypowania populacji mapujacej;

0 Przeprowadzenie reakcji SSR w celu poznania polimorfizmu mikrosatelitarnego pomiedzy

liniami rodzicielskimi;

Przeprowadzanie reakcji gPCR w celu potwierdzenia wynikow RNAseq z pierwszego roku

0 Opracowanie starterow do sekwencjonowania wytypowanych genéw o zmienionej ekspresji
pod wpltywem infekcji patogena.
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Rok III:

0 Ocena podatnosci genotypéw wybranych przez stacje hodowli na porazenie zyta przez rdze
brunatng przeprowadzona poprzez sztuczna inokulacje;

0 Genotypowanie potowy obiektéw populacji mapujacej F2 wybranym zestawem markerow

SNP technika target GBS;

opracowanie wstepnej mapy genetycznej dla polowy populacji mapujacej;

0 Sekwencjonowanie wybranych gendw o zmienionym poziomie ekspresji pod wptywem
patogena u obiektow wyselekcjonowanych w trakcie 3 letniej oceny materiatéw hodowlanych
w celu identyfikacji polimorfizméw w tych genach;

0 gPCR potwierdzajacy uzyskane dane z metylomu.
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Rok IV:

0 Genotypowanie drugiej polowy obiektéw populacji mapujacej F2 wybranym zestawem
marker6w SNP technikq target GBS;

Opracowanie mapy genetycznej calej populacji mapujacej;

0 Testowanie wytypowanych markeréw na liniach hodowlanych po ocenie porazenia.
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Rok V :

0 Konwersja opracowanych markeréw SNP oraz polimorfizmu wykrytego poprzez
sekwencjonowanie wytypowanych w RNAseq genéw do marker6w MAS.

0 Ocena uzytecznosci uzyskanych marker6w we wskazanych przez hodowcéw
materiatach.



