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Streszczenie
Pszenica Triticum aestivum L.) jest uprawiana na catyswiecie, a jej globalna

produkcja zajmuje trzecie miejsce po kukurydzyzuryNajwaniejszymi celami hodowli
pszenicy jest wysoki plon oraz odpofftona stresy abiotyczne i biotyczne. Jgdn
Z najwaniejszych chorob jest rdza brunatna pszenicy powadea przez grzybRuccinia
triticina. Straty powodowane przeg ¢horole mog stanowé nawet 50% wielkgci plonu.
Najwazniejsz metody ochrony jest wykorzystanie odmian odpornych, djat@oznanie
mechanizméw odporroi jest tak bardzo istotne.

Celem tej pracy byto poznanie interakcji pszenic®uecinia triticina. Badano
takie elementy tej interakcji jak: rozwdéj patogeregkcja mikronekrotyczna simny, wzor
akumulacji nadtlenku wodoru i jego pochodzenie, tad&nie kalozy, lignifikacja oraz
analiza ekspresji wybranych genow i klonbw SSH.

Obserwowane objawy choroby byly podssamodziatu badanych linii pszenicy na
trzy grupy: linie podatne (Thatcher i Or34), srednio odporne (Tlar24, TcLr25 i TcLr29)
oraz odporne (Ta9, TcLrl9 i TcLr26). Wybrane elementy interakcji dlma — patogen
byly oceniane na podstawie obserwacji mikroskopdwyw tym celu wykonano szereg
analiz histochemicznych: barwienie calcofluorem tehimaliwito wizualizacje struktur
patogena, lkkitem Evansa umdiwito obserwac{ mikronekroz, DAB wybarwiajc
komorki z nadtlenkiem wodoru pozwolit badakumulac} tej reaktywnej formy tlenu,
bfckitu aniliny uzyto do barwienia kalozy oraz floroglucynolu do bama lignin. Na
postawie tych obserwacji stwierdzorie, mata liczba komérek macierzystych haustorium
patogena, szybka akumulacja nadtlenku wodoru w filezwraz szybkie pojawienie &i
reakcji nekrotycznej g charakterystyczne dla dlon wysoce odpornych i mag by¢
wyznacznikami wysokiej odpordo pszenicy na rdz brunata. Lignifikacja byta
obserwowana w miejscach infekcji wshia srednio odpornych oraz odpornych. Proces ten,
bedacy sktadnikiem mechanizmdéw odpogaq jest skorelowany z akumulacpadtlenku
wodoru w mezofilu i reakgj mikronekrotyczg. Odkfadanie kalozy byto obserwowane
u wszystkich rélin (podatnych i odpornych), dlatego prawdopodobmie ma ono
kluczowego znaczenia dla badanego typu odparno

Ekspresja genow kodigych peroksydazy i oksydazy NADPH oraz zastosowanie
specyficznych inhibitorow tych enzyméw dowiodta igtizialu w wytwarzaniu nadtlenku
wodoru u badanych linii po inokulacjPuccinia triticina. Uzycie azydku sodu jako
inhibitora peroksydaz wskazuje na udziat tej grugpgzymow w akumulacji O,

u siedmiu z émiu testowanych linii (Tcr9, TcLrl9, Tclr24, Tclr25, Tclr29, Tclr34
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oraz Thatcher). Infiltracja dci difenylenem jodoniowym — inhibitorem oksydaz NRB
potwierdza raj tego enzymu u linii Ticr26. Uzycie 2-bromoetyloaminy inhibitora
oksydazy diaminowej wskazujee ten enzym byt aktywny u linifrednio odpornych
(TcLr25 i TcLr29) oraz u linii odpornych (a9, Tclrl9 i TclLr26). Uzycie 1,12-
diaminododekanu dalacego inhibitorem oksydazy poliaminowej wykazate, ten enzym
jest aktywny w procesie akumulacji nadtlenku wodardinii TcLr9. Analiza ekspresji
peroksydaz i oksydaz NADPH wykazata ich udziat wiraklacji nadtlenku wodoru,
awzory ekspresji tych enzyméw byly spdjne z obsejami mikroskopowymi. Wzory
ekspresji sz&iu z gdmiu badanych genoéw reprezentowanych przez klony &Skhzaty
na ich potencjalny udziat w reakcji odpogob Analiza bioinformatyczna petnej sekwencji
kodujgcej klonu JG968933 wykazatae kodowanym biatkiem jest kinaza zwarg ze
sciamg komorkowy TaWAK (wall association kinase). Wzor ekspresjngdaWAK, z

bardzo sila indukcp w czasie infekcji, sygnalizuje jego istatrole w reakcji odporngci.



1. Wstep i cel pracy

Pszenica jest zkem uprawianym powszechnie. Ziarno wykorzystywarst ¢
wytwarzania mki przeznaczonej do wypieku chleba i ciast orazpdudukcji makaronu,
a take pasz dla zwiegt, alkoholu i biopaliw. Gtéwne cele hodowli to wkek¢ i jakos¢
plonu, odporné¢ na choroby i szkodniki oraz tolerancja na strebiptsgczne takie jak
susza i wysokie temperatury. Swdd gtownych chordb pszenicy mma wymiené: rdze
brunat, rdz zdzblows, rdz z0ita, mgczniaka prawdziwego, tamliwé zdzbia,
septorioz plew pszenicy, septoriozpaskowan lisci, fuzarioz kloséw czy brunatn
plamistac¢ lisci.

Rdza brunatna pszenicy powodowana przedccinia triticina jest jedma
z gtbwnych choréb pszenicy, ktora peo powodowé bardzo powzne straty plonu.
Puccinia triticina jest biotrofem, ktéry w sprzyjggych warunkach wytwarza uredinia
z urediniosporami tak dtugo jak zainfekowandima pozostaje przyyciu. Urediniospory
sg zarodnikami przenoszonymi przez wiatr, dlatego guakaat setki kilometréw od ich
zrodta, powodujc epidemie rdzy brunatnej o zegil kontynentalnym (Bolton i in. 2008).

Genetyczna odporsé jest wanym sposobem zwalczania rdzy brunatnej, o wiele
bardziej peadanym ni uzycie fungicydow, ktorych stosowanie jest coraz mnie
akceptowane przez konsumentow. Wykorzystanie odmdégnornych jest najlepszym pod
wzgledem ekonomicznym i najbardziej zamlanym ekologicznie sposobem ograniczenia
epidemii choréb (Duveiller i in. 2007). Geny odpodti R umazliwiaja roslinie detekcg
i rozpoznanie rozwijacego s¢ patogena, a naginie indukowanie odpowiedzi diny.
Znanych jest ponad 70 gendw warunkugcych odporné pszenicy na rdz brunatn
(Park i in. 2014). Znaczna ich @2 jest wykorzystywana w hodowli odportiowe;.
Odporna¢ warunkowana przez pojedynczy gen R jegstz nietrwata, dlatego do odmian
czesto wprowadza sikilka réznych gendéw odporrigi (jest to tzw. piramidyzacja genéw)
(Niks i Rubiales 2002). Dla identyfikowania nowyghanéw i pozyskiwania tdmorodnych
zrédet odpornéci wazne jest poznanie patogena oraz mechanizmow odforno
warunkowanych przez te geny.

Nadrzdnym celem pracy bylo poznanie wybranych kompongntaterakcji

pszenica — rdza brunatna, w tym byly psjace cele szczegotowe:



1. Poznanie roli wybuchu oksydacyjnego w interakcgegygca — rdza brunatna oraz
identyfikacja najwaniejszych komponentow genetyczno-biochemicznycho teg
procesu.

2. Zbadanie czy u linii odpornych wygluje reakcja mikronekrotyczna, czy jest
odktadana kaloza i ligniny w interakcjiPuccinia triticina.

3. Poznanie sekwencji kodigej klonu JG968933, analiza bioinformatyczna
otrzymanej sekwencji w celu przypisania funkcji lbgicznej oraz analiza
ekspresji w czasie po inokulagjucciniatriticina.

4. Analiza ekspresji wybranych genéw reprezentowamyelez klony SSH.

2. Materiaty i metody

2.1. Materiat biologiczny
Materiatem aytym do bada byla pszenica zwyczajnalriticum aestivum L.)
odmiana Thatcher (Tc) i izogeniczne linie odmianlgaither z okrdonymi genami
odporngci na rdz brunatra: TcLr9, TcLrl9, TcLr24, TcLr25, Tclr26, Tclr29 i TcLr34

oraz jednozarodnikowy izol&uccinia triticina.

2.2.  Analizy mikroskopowe

Siewki inokulowano zarodnikan®. triticina i barwiono calcofluor white w celu
lokalizacji struktur patogena (Bender i in. 200@bserwowano stepki kietkowe,
appresoria, stepki infekcyjne oraz komorki macierzyste haustoriufiKMH).
Autofluorescencja widoczna na tych preparatach mgkata na obecrio nekroz, ktére
dodatkowo identyfikowano barag bkkitem Evansa (Wang i in. 2007). Odktadanie
kalozy lokalizowano barwieniem z wykorzystanieneku aniliny (Borden i Higgins
2002). Ligniny barwiono floroglucynolem (SherwoodVance 1976). Dla lokalizacji
nadtlenku  wodoru  wykorzystano barwienie DAB (3'Zudinobenzidine-
tetrahydrochloride) (Orczyk i in. 2010).

W czasie barwienia nekroz, kalozy i akumulacji femku wodoru opracowano
nowe procedury unmiwiajace jednoczesnobserwagj struktur patogena i reakcjeshoy
na infekcg.

W celu wskazania enzymow zaangaanych w wytwarzanie nadtlenku wodoru

w miejscach infekcji zastosowano inhibitory dla wetwych enzymdw. Wykorzystano



difenylen jodoniowy (DPI) jako inhibitor oksydazyADPH (NOX) (Grant i in. 2000),
azydek sodu — inhibitor peroksydaz (POX) (Grantni 2000), 2-bromoetylamen—
inhibitor oksydazy diaminowej (DAO, CuAO) (Rea i i2002) oraz 1,12-diaminododekan
— inhibitor oksydazy poliaminowej (PAO) (Bianchin. 2006). Nasipnie liscie barwiono
DAB dla lokalizacji nadtlenku wodoru.

Przy opracowywaniu wynikbw wprowadzono wspotczynniknhibiciji,

umazliwiajacy ocer wptywu okrglonego inhibitora na akumulacpadtlenku wodoru.

2.3. Analiza ekspresji genow peroksydaz, oksydaz NADPHraz wybranych
klonéw SSH

Wzor ekspresji i wybranych genéw oraz klonow SSHoglinach inokulowanych
zarodnikamiP. triticina okreslano przy wykorzystaniu reakcji amplifikacji z pcanem
w czasie rzeczywistym (qRT-PCR). Reakcjescsilowego PCR na matrycy cDNA
wykonywano z wykorzystaniem specyficznych starterOfnalizz wykonano dla
wybranych peroksydaz i oksydaz NADPH przy wykorapat sekwencji dogpnych
w bazach danych oraz dla wybranych klonow SSH zydigowanych wczeéniej w
Zaktadzie Imynierii Genetycznej IHAR-PIB. Referencyjnym trangitem byto cDNA
18S rRNA (M82356) (Scofield i in. 2005).

Zaproponowano zycie nowego parametru kumulatywnego wspotczynnika
transkrypcji (CVTR - cumulative value of transcrigte). Wspotczynnik ten pozwolit

ocent oddziatywanie badanego genu na analizowany proces.

2.4. Poznanie sekwencji kodwcej klonu JG968933 oraz analiza
bioinformatyczna poznanej sekwencji nukleotydowej aminokwasowej
Klon JG968933 (RI-77) o znanejsziowej sekwencji kodugej 291 pz zostat
zidentyfikowany w bibliotece subtrakcyjnej cDNA psucy zawierajcej transkrypty
regulowane w linii TEr9 po inokulacji zarodnikant®. triticina.
Krétka sekwencja nukleotydowa tego klonu zostatgaido przeszukiwania bazy
NCBI, a uzyskane sekwencje DNA umthavity zto zenie kontigu, ktérego sekwencja byta
eksperymentalnie weryfikowana w kolejnych etapachcy amplifikacje, klonowania
i sekwencjonowania okémnych fragmentow. Wykonano reakdy’ RACE oraz 3' RACE.
Analizy bioinformatyczne wykonano przy wykorzystarsekwencji dogspnych w bazie
genomu pszenicy, a otrzymgsekwengj nukleotydovg weryfikowano poprzez szereg

amplifikacji z wykorzystaniem cDNA jako matrycy. @ymary sekwengj poréwnano
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z sekwencjami nukleotydowymi i aminokwasowymi cetdr kinaz WAK pszenicznych
I siedmioma kinazamArabidopsis.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Podziat wybranych linii pszenicy po inokulacji Puccinia triticina na trzy
grupy
Zbadano typ infekcji u wybranych izogenicznychilipszenicy w celu oke&tenia
ich odporndci/podatndci na wywany izolat P. triticina. Uzyskane wyniki pozwolity
podziel¢ badane linie na trzy grupy ze wedl na typ infekcji: grupa |1 linie podatne (typ
infekcji 4) Thatcher i Tcr34, grupa Il liniesrednio odporne (typ infekcji 1 i2) Tc24,
TcLr25 i TcLr29 oraz grupa lll linie odporne (typ infekcji O ordy) Td.r9, Tclrl9

I TcLr26 (ryc. 1).
24 25 29 9 19 26
1 2 1 0 0; 0
Il

Grupa I I}
Ryc. 1. Objawy infekcji wybranych linii izogeniczdy i odmiany Thatcher po inokulaciji

Thatcher TcLr34
Typ infekcji 4 4

zarodnikami rdzy brunatnej.

3.2. Przebieg interakcji pszenicy -Puccinia triticina

3.2.1. Profile interakcji pszenica —P. triticina

Zbadano przebieg interakcjigima — patogen w celu znalezieniazmic pomedzy
roslinami podatnymi, srednio odpornymi i odpornymi w rozwoju patogenaeikcji
rosliny. Trzy wyrdznione wczéniej grupy cechowaly e profile interakcji patogen —
gospodarz. U badanych grup wystwaty r&nice w ilaici komérek macierzystych
haustorium (KMH) i obecnw@i mikronekroz wokét miejsca infekcyjnego. Rodzaje
interakcji ralina — patogen opisano za pomquicciu profili: (i) KMH bez mikronekroz,
(i) KMH i mikronekrozy, (iii) mikronekrozy bez KMH (iv) uredinia z mikronekrozami
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oraz (v) uredinia bez mikronekroz. U podatnychilgrupy | Thatcher i Ter34 (ryc. 2a)
obserwowano liczne KMH w miejscu infekcji (profi) oraz uredinia (profil v). W tej
grupie nie obserwowano mikronekroz. Mikronekrozystyowaty u ralin z grupy Il i 111
Jedny z reakcji rdélin, umazliwiajaca efektywry odpornd¢ na patogena, jest reakcja
nadwraliwosci. Jest to indukowanamiert komorek raliny lezacych w bliskim
sasiedztwie patogena (Bolton i in. 2008). Blokowamngezwoju rdzy w efekcie reakcji
nadwrealiwosci opisano w odmianach pszenicy zawigtgch r&zne geny oporni Lr
(Bender i in. 2000, Wang i in. 2013). Wslioach grupy Il T&r24, TcLr25i TcLr29 (ryc.
2c) obserwowano mikronekrozy w miejscach infekpjiofil i, iii, iv). U linii najbardziej
odpornych Ttr9, TcLrl9 i TcLr26 (grupa ) (ryc. 2f) mikronekrozy wyspowaty
zawsze w miejscach infekcji (profil ii, iii), jedkaw kolejnych dniach po inokulaciji
struktury patogena (KMH) przestaty dywidoczne (profil iii). Ten profil interakcji
swiadczy o wysokiej skutecz&o procesow powoddgych zahamowanie rozwoju
patogena. Opisane profile interakcji patogen — gdape, graficznie przedstawione na

rycinie 2, charakteryzaijtrzy wczeéniej opisane grupy odporid (ryc. 1).
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Ryc. 2. Udziat miejsc infekcyjnych giu profili interakcji pszenicy i rdzy brunatnej po
barwieniu calcofluor white. Wykresy zawiegajodchylenia standardowe 2z trzech
powtdrze biologicznych. Rycina zawiera po jednym wykresigi Iz kazdej grupy, petna
rycina znajduje siw pracy doktorskiej na stronie 69.



3.2.2. Odkfadanie kalozy i lignin w miejscu infekgcji

Wytwarzanie kalozy w rdinach jest jednym z mechanizméw odpaitio
podstawowej, dlatego sprawdzono czy kaloza jestaddika w badanych uktadachilina
— patogen. Zaobserwowano odkiladanie kalozy w apemaszparkowych i mezofilu
u wszystkich linii, take podatnych, co byto skorelowane z akumulagdtlenku wodoru.
Wskazuje to na udziat reaktywnej formy tlenu w @didniu kalozy i jest zgodne
z wynikami Cheng i wspotpracownikéw (2014). Uslio srednio odpornych (grupa II)
kalozy byto wecej jak u rélin podatnych (grupa I). U &in najbardziej odpornych (grupa
[ll) kalozy bylo stosunkowo najmniej, co mogio wkat ze wzgédnie szybkiego
blokowania rozwoju patogena.

Lignifikacja, obok reakcji nadwediwosci, jest uznana za vikay mechanizm
odporngci na rdze (Bhuiyan i in. 2009). Odkfadanie ligrsachodzito u rélin srednio
odpornych (grupa Il) i odpornych (grupa Ill) i byiskorelowane z wyspowaniem
mikronekroz u tych linii. Korelacja ta jest zroziata, poniewa w obydwu procesach (tj.
mikronekrotycznym i lignifikacji) niezéxny jest udziat nadtlenku wodoru (Almagro i in.
2009).

3.2.3. Akumulacja nadtlenku wodoru w miejscu infekcji

Akumulacja nadtlenku wodoru jest jeda pierwszych reakcji &in na infekcg.
Nadtlenek wodoru petni szereg funkcji w slionej odporndéci, ma wiaciwosci
antymikrobiologiczne, jest gsteczl sygnatow, pasrednikiem w formowaniu r@dinnych
bariersciany komérkowej oraz induktoreémierci komorkowej (Borden i Higgins 2002).
Podczas interakcji pszenicaPR- triticina nadtlenek wodoru najpierw byt akumulowany
w aparatach szparkowych, a nrgstie w komérkach mezofilu i epidermy. Akumulacja
H.O, w aparatach szparkowych, na ktérych rozwijaky appresoria, byta obserwowana
zarobwno w rélinach podanych jak i odpornych. Wytwarzanie reaktych form tlenu
w tym miejscu mee by spowodowane przezsoienie wytwarzane przez appresoria na
powierzchng komorek aparatu szparkowego podobnie jak opisazezpGus-Mayer
I wspotpracownikow (1998) indukowanie wytwarzaniadtienku wodoru pod wptywem

bodzca mechanicznego.



W kolejnych dniach BD, byt akumulowany w komérkach mezofilu i epidermy
sasiadugcych ze strukturami patogena. Czas i dynamikadaey fakumulacji HO, byty
skorelowane ze skuteczwiy odporndci. Rasliny reagugce szybk akumulacy H,O»

w mezofilu najcezsciej wykazywaty rownie silng odpornd¢ na patogena (sbny odporne
grupa lll, ryc. 3f), natomiast gaiejsza akumulacja nadtlenku wodoru byta obserwawvan
u raélin srednio odpornych (grupa I, ryc. 3c). U linii podgch z | grupy (ryc. 3a) ¥D-

byt obserwowany jedynie wokét twagezych sé urediniow. Wzor akumulacji 0, jest
skorelowany ze wzorem reakcji nadwliaosci. Jest to zgodne z wieglzze nadtlenek
wodoru jest czsteczlg regulatorows aktywupca okreslone reakcje oporrigi, w tym
reakcg nadwraliwosci (Shetty i in. 2008).
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Ryc. 3. Udziat miejsc infekcyjnych z wybarwionyma pomog DAB, nadtlenkiem
wodoru u rélin po inokulacji zarodnikami rdzy brunatnej. Ryairzawiera po jednym

wykresie linii z kadej grupy, petna rycina znajduje sv pracy doktorskiej strona 78.

3.3. Badania udziatlu wybranych enzymow w akumulacji nadienku wodoru
Nadtlenek wodoru jest wytwarzany w reakcjach katalianych przez ue
enzymy. W pracy badano udziat oksydaz NADPH, perd&s, oksydazy diaminowej
I oksydazy poliaminowej, wykorzystano do tego cgbecyficzne inhibitory.
Uzyskane wyniki pokazuj ze akumulacja nadtlenku wodoru w miejscu infekcgit je

warunkowana u wkszaci linii przez wicej niz jeden enzym. W liniach podatnych
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I jednej linii srednio odpornej (grupa | oraz linia grupy Il -1@4) proces ten zakat od
aktywnaici peroksydaz, u linii Ticr19, TcLr25 i TcLr29 zalezat od peroksydaz i oksydazy
diaminowej. U T&r9 akumulacja HO, byta warunkowana przez peroksydazy, oksydaz
diaminowg i oksydaz poliaminows, natomiast u Tlcr26 zalezata od aktywnéci oksydazy
NADPH oraz oksydazy diaminowe;j.

Wyniki te ¢ zgodne z danymi literaturowymi wskagcymi na zaangawanie
wszystkich czterech badanych enzymow na wytwarzaadilenku wodoru i odporgd
(Borden i Higgins 2002, Cowley i Walters 2002, Asthin. 2004, Bindschedler i in.
2006). Nowym elementem jest wykazanie, w r&znych kombinacjach patogen - linia
izogeniczna domingj rézne enzymy wybuchu oksydacyjnego. Wyniki f§eiadcz

o potencjalnie ranych mechanizmach obronnych aktywowanych przeae@enyLr.

3.4. Analiza ekspresji peroksydaz oraz oksydaz NADPH

Przedstawione powg] wyniki wskazuy, ze skuteczn& odporndci zalery od
reakcji nadwraliwosci (obserwowanej jako mikronekrozy) a induktoremwaznym
regulatorem tego procesu jest@®d. Z kolei procesy wytwarzania nadtlenku wodosu s
katalizowane przez peroksydazy, oksydazy NADPH,yd&® diaminows i oksydaz
poliaminows. Z tego wzg¢du zdecydowano sprawdziczy ekspresja genow kodajch te
enzymy jest indukowana po inokulacji. Do analizgmlesji wybrano cztery geny pszenicy
kodujgce peroksydazy klasy Il i dwa geny kogicg oksydazy NADPH.

Uzyskane wzory ekspresji tych genow wykazaharakterystyczn dwufazowdé
bardzo podobmn do dwufazowego profilu akumulacji ;B,. Pierwszy wzrost ekspresji
genow wszystkich czterech badanych peroksyd&aPr103, TaPrx107, TaPrx108
I TaPrx112) i oksydazy NADPH -RbohD byt obserwowany u wszystkich badanychliro
oraz byt silnie skorelowany z akumulaapadtlenku wodoru w aparatach szparkowych
u wszystkich rélin oraz w mezofilu rélin odpornych grupy Il (ryc. 3). Drugi wzrost
ekspresji zostat zaobserwowany u podatnej That@repa I) dla peroksydaziaPrx107
oraz oksydaZaRbohD i TaRbohF, u railin srednio odpornych (grupa Il) dla peroksydazy
TaPrx107 oraz obu badanych oksydaz NADPH, aztakeroksydazyaPrx103 tylko dla
linii TcLr24 i byt skorelowany z akumulagjnadtlenku wodoru wokét twogzych sé
urediniébw (ryc. 3a,c). U &in odpornych (grupa IIl) drugi wzrost ekspresji stat
zaobserwowany tylko dla peroksydéaPrx103, TaPrx108 i TaPrx112 i byt skorelowany

z akumulagj nadtlenku wodoru w mezofilu (ryc. 3f).
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Ponadto dla oceny wptywu ekspresji gendw na procesakcji na infekg
wprowadzono nowy parametr — kumulatywny wspotczigrinanskrypcji (CVTR), ktory
pozwalat uwzgidni¢ zarbwno wzgidng ilos¢ transkryptu jak i okres indukcji. Najwgze
wartasci CVTR uzyskano dla genow dwoch peroksydaPrx108 i TaPrx112, co jest
zgodne z wynikami opisanymi dla ortologéw tych gend Triticum monococcum, ryzu
i owsa indukowanych tiymi patogenami (Simonetti i in. 2009). Oznaczoatkawite
CVTR dla poszczegoélnych linii,ebdgce sum CVRT wszystkich badanych peroksydaz
i oksydaz NADPH. Uzyskane wa#m byty najwyzsze dla linii odpornych (6897 dla
TcLr9i 8371 dla Ttr26), nizsze dla liniisrednio odpornych (3577 dla I24 i 3435 dla
TcLr25) oraz najnisze dla podatnej Thatcher (2060). Uzyskane wyriiverdzag role
peroksydaz i oksydaz NADPH w generowaniu nadtlewkdoru. JednocZaie wartgci

wspotczynnika CVTR magby¢ potencjalnym wyznacznikiem efektyw§td odporndci.

3.5. Analiza ekspresji klonéw SSH

W celu identyfikowania genow bigeych udziat w odporn@i skonstruowano
biblioteke SSH pszenicy. Biblioteka ta jest zbiorem klonOwNZD reprezentujcych
transkrypty, ktore & silnie regulowane pod wptywem infekcji. W naszybhdaniach
identyfikowano transkrypty tdiagce podata odmiare Thatcher od odpornej linii T¢9 po
inokulacji zarodnikamiPuccinia triticina. 247 klonow cDNA (z otrzymanych 793) byto
potencjalnie zaangawanych w reakej pszenicy na infekej Szczegotowo zbadano wzor
ekspresji 8 klonéw, a dla 6 z nichzrice w ekspresji poradzy liniami okazaly si
statystycznie istotne. We wszystkich analizowankidmach warté¢ CVTR byta wysza
u linii odpornej w poréwnaniu do podatnej Thatcher.

Klon JG968955, reprezentowat gen kaghyj receptor z domenypu LRR typow
dla wickszaici biatek odpornéci R. Biatko to mae peiné funkcje zaréwno w odporgoi
rasowo-specyficznej, jak rowriev odporndci podstawowej (Belkhadir i in. 2004, Dodds
I Rathjen 2010). Wzrost ekspresji tego klonu byksry u linii odpornej, co potwierdzgj
wartasci CVTR. Indukcja we wczesnych godzinach po inokjilerskazuje na potencjain
role w rozpoznawaniu patogena.

W pracy badano ekspresjzterech przypuszczalnych kinaz. Piergvszprezentuje
klon JG968944 (kinaza serynowo-treoninowa), ktory TecLr9 ulegat indukcji
w porownaniu do Thatcher. Pozostate trzy klony @&B3, JG969003 iJG968951)

reprezentyj kinazy zwizane zesciang komorkowgs WAK. Znane § dowody wskazujce
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na bezpéredni udziat WAK w odporngi (Zuo i in. 2015). Wszystkie trzy klony WAK
byty indukowane pod wptywem patogena.

Ekspresi klonu JG968933 badano w podatnej Thatcher i ozterniach Lr
(srednio odpornych i odpornych). U Thatcher eksprésgo klonu charakteryzowataesi
najnizszym poziomem (ryc. 4a). U linfrednio odpornych zostat zaobserwowany wzrost
ekspresji z maksimum 3 dpi (ryc. 4b, c). Napsgy wzrost ekspresji zaobserwowano
u linii silnie odpornych (ryc. 4d, e). Profile eksgji dla klonu JG968933 skorelowane
z poziomem odporrigi. Tendengj ta potwierdza warté¢ CVTR, ktéra jest najasza dla
podatnej a najwsza dla odpornych gbn. Uzyskano sekwengjkodugca o diugaci
2473 pz, kt&g zdeponowano w bazie NCBI pod numerem KR815340efPaxvadzona
analiza bioinformatyczna uzyskanej sekwencji kadejj klonu KR815340 (JG968933)
jednoznacznie wskazujee jest to kinaza WAK, ktéra zawiera dorgemiazaca wam, CO
moze swiadczy o funkcji w transdukcji sygnatu podczas kontaktipaogenem, a to
z kolei mae powodowa aktywacg reakcji obronnych takich jak reakcja nadanaosci
(Yin i in. 2015). Jony wapnia magtakze odgrywa& role w regulacji enzymow
generujcych reaktywne formy tlenu takich jak RbohD i Rbofikimura i in. 2012),
ktorych ekspregjwczeniej badano.

Jeden z analizowanych klonéw JG968925 przypusziezitdupcy biatko wiazace
wam ulegat silniejszej indukcji we wczesnych godzingadh inokulacji u linii odpornej
TcLr9, w porownaniu do rdiny podatnej Thatcher, co wskazuje na jego pravwedopry
funkcje w reakcji na patogena.

Kolejny klon JG968969 reprezentuje transkrypt g&ondujgcego przypuszczalne
biatko 14-3-3. Biatlka te dzialpjjako wewntrzkomoérkowe casteczki sygnatowe i bigr
udziat w regulacji wytwarzania reaktywnych form rile poprzez bezgeednie
oddziatywanie z Rboh (oksydazy NADPH) (Elmayan.i2Q07). Profil ekspresji badanego
klonu 14-3-3 (JG968969) charakteryzuje silng indukcg w TcLr9, w poréwnaniu do
Thatcher, co potwierdza jego potencjalne zaaoganie w odporn& na rdz.

Ekspresja klonu JG968934, reprezestago cDNA oksydazy wybuchu tlenowego
(Rboh), jest silnie indukowana we wczesnych god#inao inokulacji patogenem, a u linii
odpornej pozostaje wgza. Oksydazy NADPH (Rbohj gednymi z szeregu enzymow
generuygcych nadtlenek wodoru, ktéry jest niediny w reakcjach odporioi, co zostato
juz wezesniej doktadniej omowione.

Wyniki te wskazu, ze nastpujace geny: receptor z domemRR (JG968955),
kinaza biatkowa (JG968944), dwie kinazy WAK (KR82831G968933, JG969003),
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biatko sygnalne wizace wam (JG968925) i biatko 14-3-3 (JG968969) uczestnicz
w odporndci pszenicy warunkowanej przez dger®.
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Ryc. 4. Wzgtdny poziom ekspresji klonu JG968933 (KR815340) dkin zwihzanej ze
sciamg komoérkows) w czasie u pszenicy po inokulacji zarodnikami yrdarunatnej.
Ekspres} klonéw obliczano wzgidem genu 18SrRNA [x1%). Wykresy zawieraj srednie
z trzech powtoragbiologicznych z odchyleniem standardowym. Oznaez&mp<0.05 dla
testu analiza wariancji (ANOVA) p<0,05 dla testu post-hoc Tukeyazlaj badanej linii
w poréwnaniu do Thatcher. Wynik testu ANO\p&1,11*10%°

4. \Wnioski

1. Nastpujagca charakterystyka interakcji: mata liczba komorekacierzystych
haustorium, szybka akumulacja nadtlenku wodoru wafikel oraz szybkie pojawienie
sie reakcji nekrotycznej jest wyznacznikiem wysokigjporngci pszenicy na rdz
brunatm.
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2. Autofluorescencja obserwowana wciu w bliskim gsiedztwie struktur patogena jest
indykatorem obecrigi mikronekroz.

3. Akumulacja nadtlenku wodoru w aparatach szparkowgchz odkladanie kalozy
w aparatach szparkowych i mezofilu, obserwowangslinrpodatnych i odpornyctss
reakcp pszenicy na infekej rdza brunatm jednak te procesy nieg sistotnymi
elementami odporriai.

4. W badanym systemie patogen — gospodarz trzyemaiste procesy: odkiladanie
lignin, akumulacja nadtlenku wodoru w mezofilu on@akcja mikronekrotycznag s
waznymi komponentami mechanizmu odpacio

5. Wzory ekspresji peroksydaz i oksydaz NADPH, skoxglloe z przebiegiem
akumulacji nadtlenku wodoru, wskazupa udziat tych enzyméw w akumulaciji
nadtlenku wodoru i odporsoi.

6. Uzycie specyficznych inhibitoréw jest odpowiegimhetod, ustalenia roli okrdonych
enzymow w procesie akumulacji nadtlenku wodoru as@z infekciji.

7. Akumulacja nadtlenku wodoru w pszenicy w czasieekofi jest zalena od
peroksydaz, oksydaz NADPH (Rboh), oksydazy diamajowi oksydazy
poliaminowej. Jednak wzglny udziat tych enzyméw jest mdy w zalenosci od
obecndci okreslonego gentr.

8. Wzor ekspresji klonu JG968933TaWAK) wskazuje, ze gen ten jest silnie
zaangaowany w odpowied pszenicy na infekejrdza brunatma.

9. Wz6r ekspresji szeiu z dmiu badanych gendéw reprezentowanych przez klony SSH
(JG968933, JG969003, JG968955, JG968944, JG968926968969) u rdiny
odpornej w poréwnaniu do stiny podatnej wskazuje na ich potencjalny udziat
w reakcji odpornéci.

10.Analiza ekspresji i analiza bioinformatyczna klon@&$H wskazuje na ich udziat
w odpowiedzi na infekej oraz funkag w transdukcji sygnatow (kinazy zgdane ze
sciang  komoérkowg i biatko sygnalne wizace wapm), wybuchu oksydacyjnym
i reakcjach mikronekrotycznych (oksydaza Rboh) osggnalingu (biatko 14-3-3
i receptor LRR).

11.Wartas¢ kumulatywnego wspotczynnika transkrypcji (CVTR) madoy¢ miarg udziatu
okreslonego genu lub grupy gendw w badanym procesierw tgziatu tych genéw

w reakcji odpornéci.
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