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Streszczenie

Rdza brunatna powodowana przez grzyb Puccinia triticina jest jedna
z wazniejszych chorob grzybowych pszenicy, a takze pszenzyta, ktére bylo dotad uwazane za
stosunkowo odporne na rdz¢ brunatng. W ostatnim dziesi¢cioleciu w uprawach pszenzyta
odnotowano znaczne straty z powodu porazenia przez P. triticina, ktory nalezy do grupy
patogendéw charakteryzujacych si¢ wysokim poziomem zmienno$ci genetycznej. Informacje
dotyczace patogeniczno$ci, struktury populacji i1 czgstotliwosci wirulencji  patogenow
odpowiadajagcych genom odpornosci majg ogromne znaczenie dla skutecznego ich
zastosowania w programach hodowli odpornosciowej. Dotychczas wigkszo$¢ badan
prowadzono wylgcznie w oparciu 0 izolaty uzyskane z odmian pszenicy zwyczajnej i durum.
Natomiast niewiele jest prac dotyczacych roznic pomiedzy populacjami P. triticina
wystepujacymi na pszenicy i pszenzycie. Glownym celem pracy byla analiza zmiennoSci
w populacji P. triticina wystepujacej na pszenzycie w Polsce.

W pierwszym etapie prac badano przydatno$¢ nowo opracowanych markerow SSR do
wykrywania zmienno$ci gatunkow grzybow z rodzaju Puccinia. Analizowano zestaw 24
izolatow P. triticina z pszenicy i pszenzyta oraz 15 izolatow P. recondita f. sp. secalis z zyta.
Amplifikacja 34 loci SSR wykazywata obecnos¢ produktow PCR o oczekiwanej dtugosci.
Dla izolatow P. recondita f. sp. secalis, jedynie 16 markeréw SSR bylo polimorficznych.
W oparciu o wyniki analizy molekularnej, przy pomocy analizy gléwnych wspoirzgdnych,
izolaty podzielono na trzy grupy ,,pszeniczng SSR”, ,pszenzytnia SSR” i ,,zytnig SSR”.
Na wstgpnym etapie badan markery SSR okazaly si¢ dobrym narzedziem dla analizy
zmiennosci P. triticina.

Nastepnie wspomniane markery SSR zastosowano w analizie zmienno$ci
w populacji P. triticina wystepujacej na pszenzycie w Polsce. Do badan wykorzystano
242 izolaty P. triticina wyprowadzone z probek porazonych lisci zebranych w latach
2012-2015, w czterech lokalizacjach: Krakowie, Grodkowicach, Krzeczowicach
1 Matlyszynie. Izolaty byly rowniez analizowane pod wzgledem spektrum wirulencji na
zestawie 33 Dblisko-izogenicznych linii pszenicy Thatcher, ktory zawieral znane geny
odpornosci Lr na P. triticina. Bazujac na wynikach analizy molekularnej izolaty podzielono
na dwie grupy SSR. W grupie I SSR odnotowano wyzsza cze¢stotliwo$¢ wirulentnych
izolatow wobec linii z genami Lr2b i Lr2c, niz w grupie II SSR. Ponadto w grupie II SSR
zaobserwowano wyzszg czestotliwos¢ wirulencji wzgledem linii z genami: Lrl, Lr3, Lr3bg,
Lrl5, Lrl6, Lrl7a, Lr20, Lr26, Lr32, Lr63 i LB (RL 6061) niz w grupie I SSR.
Zaobserwowano istotne statystycznie zrdznicowanie genetyczne i fenotypowe pomigdzy
grupami SSR, ale niski poziom zrdéznicowania pomigdzy lokalnymi populacjami. Ujemne
wartosci wspotczynnika wsobnosci oraz $rednie wartosci korelacji miedzy profilem
molekularnym, a fenotypowym wskazuja na to, ze populacja P. triticina wystepujaca na
pszenzycie ma charakter klonalny. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na migracje
oraz dryf genetyczny przy mniejszym udziale mutacji, jako gldwne zrddto zmiennosci
w populacji P. triticina na pszenzycie w Polsce.
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1. Wstep i cel pracy

Rdza brunatna powodowana przez Puccinia triticina jest wazng chorobg grzybowa we
wszystkich regionach geograficznych swiata, w ktorych uprawiana jest pszenica (Bolton i in.,
2008). Dotychczas pszenzyto bylo uwazane za stosunkowo odporne na rdz¢ brunatng
(Mergoum i in., 2004). Jednak w ostatnim dziesiecioleciu w uprawach pszenzyta odnotowano
znaczne straty z powodu porazenia przez P. triticina w Belgii, Niemczech, Polsce i Rosji
(Schinkel, 2002; Ammar i in., 2004; Mikhailova i in., 2009; Audenaert i in., 2014; Arseniuk i
Goral, 2015). Przypuszcza si¢, ze wprowadzenie do uprawy nowego gatunku zboza, jakim
jest xTriticosecale moglo mie¢ wptyw na selekcje zachodzacag w populacjach patogenow
biotroficznych, przyczyniajgc si¢ tym samym do powstawania nowych ras (Audenaert i in.,
2014).

Uprawa odmian pszenzyta posiadajacych efektywne geny odpornosci jest przyjaznym
srodowisku sposobem ograniczenia wystgpowania wielu chordb. P. triticina nalezy do grupy
patogenow, ktore charakteryzuja si¢ wysokim poziomem zmienno$ci genetycznej i znaczng
zdolnos$cig do przelamywania odpornosci gospodarza. Informacje dotyczace patogenicznosci,
struktury populacji 1 czestotliwo$ci wirulencji patogenéw odpowiadajacych genom
odpornosci, maja ogromne znaczenie dla skutecznego ich zastosowania w programach
hodowli odpornosciowej (Shiferaw i in., 2013).

Waznym elementem $wiadomych strategii hodowli oporno$ciowej jest znajomosé
zmian zachodzacych w populacjach patogendéw (Boyd i in., 2013; Burdon i in., 2014).
Od wielu lat badania wirulencji regularnie przeprowadzane sa w: Czechach (Hanzalova
i Bartos, 2011; Hanzalovd 1 in., 2017), Francji (Goyeau i in., 2006), Niemczech (Lind
1 Gultyaeva, 2007), na Wegrzech (Manninger, 2006), Litwie (Liatukas 1 in., 2003), w Polsce
(Czajowski i in., 2011; 2016), Rosji (Gultyaeva i in., 2015), Stowacji (Hanzalova i in., 2016),
Hiszpanii (Martinez i in., 2005) i Ukrainie (Babayants i in., 2015). Wigkszo$¢ badan
przeprowadzano wylacznie w oparciu o izolaty uzyskane z odmian pszenicy zwyczajnej
i durum, a niewiele prac dotyczylo r6znic pomigdzy populacjami P. triticina wystepujacymi
na pszenicy i pszenzycie (Manninger, 2006; Wozniak—Strzembicka i Czajowski, 2009;
Czajowski i in., 2011; Hanzalova i Barto§, 2011; Czajowski i Czembor, 2019). W badaniach
populacyjnych P. triticina stosowano rowniez metody molekularne takie jak: losowe
amplifikacje polimorficznego DNA (ang. Random Amplification of Polymorphic DNA,
RAPD) (Park i Felsenstein 1998, Park i in., 2000) oraz polimorfizm dlugosci powielonych
fragmentow DNA (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP) (Membrate i in.,
2006). Jednak o wiele skuteczniejsze okazaly si¢ metody z uzyciem markerow
mikrosatelitarnych (ang. Simple Sequence Repeat, SSR), co poskutkowalo ich szerszym
zastosowaniem w badaniach zmiennosci w populacji P. triticina (Szabo i Kolmer, 2007;
Goyeau i in., 2007; Mantovani i in., 2010; Kolmer i in., 2013; Kolmer i in., 2015; Kolmer
I Avecedo, 2016; Gultyaeva i in., 2017; Kolmer i in., 2020).

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania mialy na celu:

e analize¢ przydatnosci markerow mikrosatelitarnych do wykrywania zmiennos$ci dla

P. triticina i P. recondita f. sp. secalis,
e analiz¢ zmiennosci w populacji P. triticina wystepujacej na pszenzycie
w Polsce.
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2. Material i metody
2.1. Analiza przydatnosci markerow mikrosatelitarnych do wykrywania
zmiennosci genetycznej dla Puccinia triticina i Puccinia recondita f. sp. secalis

2.1.1. Przygotowanie i identyfikacja tozsamosci gatunkowej izolatow

W badaniach zastosowano zestaw 24 jednozarodnikowych izolatow P. triticina
(11 z pszenicy i 13 z pszenzyta), a takze 15 izolatow P. recondita f. sp. secalis z zyta. Izolaty
rozmnazano na podatnych odmianach: Marko (pszenzyto), Michigan Amber (pszenica) i linii
TD 4076 (zyto). Tozsamos$¢ gatunkowg zweryfikowano na podstawie analizy wszystkich
izolatow przy pomocy markera molekularnego PtRA68, ktory jest specyficzny dla P. triticina,
zgodnie z procedurg Manjunatha 1 wspétautoréw (2018).

2.1.2. Analiza molekularna

Analiz¢ molekularng izolatow wykonano przy uzyciu zestawu 34 par starterow
mikrosatelitarnych SSR: WLR 2-14, WLR 2-25, WLR 2-37, WLR 2-42, WLR 2-48, WLR 3-
37, WLR 3-44, WLR 3-46, WLR 3-48, WLR 4-22, WLR 4-29, WLR 4-43, WLR 5-5, WLR
5-10, WLR 5-12, WLR 5-16, WLR 5-18, WLR 5-23, WLR 5-35, WLR 5-36, WLR 5-45,
WLR 6-2, WLR 6-24, WLR 6-31, WLR 6-37, WLR 6-38, WLR 6-39, WLR 6-43, WLR 6-45,
WLR 7-12, WLR 7-17, WLR 7-18, WLR 7-28, WLR 7-44, opracowanych na Uniwersytecie
w Sydney w Australii przez zespot badawczy profesora Roberta Park’a (Tab. 1).

DNA izolowano z 25 mg urediniospor przy pomocy zestawu OmniPrep (VWR
International Sp. z 0.0., Polska), zgodnie z protokotem producenta. Stgzenie DNA oznaczano
przy pomocy spektrofotometru Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific Sp. z 0.0., Polska).

Reakcje polimerazy tancuchowej (ang. PCR) amplifikacji loci SSR przeprowadzono
w termocyklerze Mastercycler ep Gradient (Eppendorf GmbH, Niemcy), stosujac nastepujacy
profil temperaturowy: wstepna denaturacja w 95°C przez 3 min; 15 cykli obeymujacych: 94°C
przez 30 s, 65°C przez 30 s ze zmniejszeniem o 1°C na cykl i 72°C przez 80 s, 30 cykli
w 94°C przez 15 s, 50°C przez 15 s, 72°C przez 45 s i koncowe wydtuzenie 72°C przez 5
min.

Produkty amplifikacji rozdzielono w 4,5% zelu poliakryloamidowym przy uzyciu
analizatora DNA ABI377XL (Applied Biosystems, St. Zjednoczone).

2.1.3. Analiza statystyczna

Dla kazdego sposrod 34 markerow SSR okreslono wielkos¢ amplifikowanego
produktu 1 zapisano w formacie danych kodominacyjnych (okreslajacych wielkos¢ produktu
amplifikacji). Stopien polimorficzno$ci markerow mikrosatelitarnych SSR, okreslono przy
pomocy wspotczynnika polimorfizmu (ang. Polimorphism Information Content, PIC).
W oparciu o0 uzyskane wyniki z analizy molekularnej izolaty P. triticina i P. recondita f. sp.
secalis zostaly pogrupowane przy uzyciu analizy wspotrzednych gtownych (ang. Principal
Coordinates Analysis, PCoA) w programie GenAlEXx wersja 6.5.

2.2. Analiza zmiennoS$ci w populacji Puccinia triticina wystepujacej na pszenzycie

W celu wykonania badan, przygotowano 242 jednozarodnikowe izolaty P. triticina,
ktore uzyskano z probek porazonych lisci zebranych w latach 2012-2015, w czterech
lokalizacjach: Krakowie, Grodkowicach, Krzeczowicach i Matyszynie, z podatnej odmiany
pszenzyta Marko. Analiza wirulencji wykonana zostata w oparciu 0 zestaw 33 linii blisko-
izogenicznych odmiany Thatcher, ze znanymi genami Lr opornosci na rdz¢ brunatng (jako
wrazliwg odmiang kontrolng zastosowano odmiang pszenicy Thatcher): Lrl, Lr2a, Lr2b,
Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lr3ka, Lr9, Lrl0, Lrll, Lrlda, Lrldb, Lrl5, Lrl6, Lrl7a, Lrl8, Lr19,
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Lr20, Lr21, Lr23, Lr24, Lr25, Lr26, Lr28, Lr29, Lr30, Lr32, Lr33, Lr44, Lr52, Lr63, LrB (RL
6051), LrB (RL 6061). Ro$liny w stadium siewki, z rozwinietym w pelni pierwszym lisciem,
inokulowano zawiesing zarodnikow. Oceng reakcji odpornosciowych wykonano po 10—12
dniach od inokulacji, stosujac skalg oceny typu infekcji 0—4, w ktorej oceny 0 — 2 oznaczaty
reakcj¢ odpornosciowg rosliny (awirulencja), podczas gdy 3 1 4 wrazliwo$¢ (wirulencja)
(Long i Kolmer 1989).

Do identyfikacji ras P. triticina uzyto zestaw 16 linii blisko-izogenicznych odmiany
Thatcher, ktore pogrupowano na zestawy po 4 linie: pierwszy zestaw: Lrl, Lr2a, Lr2c, Lr3,
drugi zestaw: Lr9, Lr16, Lr24, Lr26, trzeci zestaw: Lr3ka, Lr1l, Lr17, Lr30, a takze czwarty
zestaw LrB (RL 6051), Lr10, Lrl4a, Lr18 (Long i Kolmer, 1989).

Analiza molekularna przeprowadzona zostata w oparciu o wspomniany wczesniej
zestaw 34 par starterow mikrosatelitarnych SSR. Procedury izolacji DNA z izolatow P.
triticina, amplifikacji i rozdzialu DNA wykonano w identyczny sposob jak na wczes$niejszym
etapie badan. Podzial na genotypy wykonano przy pomocy funkcji Multilocus w programie
GenAlEx wersja 6.5.

2.2.1. Analiza statystyczna

Wyniki analizy wirulencji konwertowano na dane binarne (0 — reakcja IT w zakresie
0—2 oraz 1 — reakcja IT w zakresie 3—4), natomiast wyniki analizy molekularnej wyrazono
w postaci danych kodominacyjnych. Grupowanie wykonano w oparciu 0 wyniki analizy
struktury populacji wykonanej w programie STRUCTURE (Pritchard i in., 2000), a takze
analizy wspotrzednych gtownych (PCoA) w programie GenAlEx wersja 6.5. Poziom
heterozygotycznos$ci obliczono W oparciu 0 wspotczynniki heterozygotycznosci oczekiwanej
(He) 1 obserwowanej (Ho). W celu okreslenia stopnia wsobnosci badanej populacji obliczono
wskaznik wsobnos$ci F. Do obliczenia roznorodnosci w obrebie populacji zastosowano indeks
Shannon’a (SH) i jego znormalizowang wersje (Sh). Wspolczynniki zréznicowania
genetycznego Rst, Fst i @pt, 0bliczono przy pomocy analizy wariancji molekularnej AMOVA
w $rodowisku programu komputerowego GenAlEx wersja 6.5. W analizie AMOVA
zastosowano 999 permutacji. W celu okreslenia korelacji pomiedzy profilem molekularnym
SSR a fenotypowym opartym na analizie wirulencji badanych izolatow wykonano test
Mantel’a (Mantel, 1967). W analizie zastosowano 999 permutacji.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Analiza przydatnosci markerow mikrosatelitarnych do wykrywania
zmiennos$ci genetycznej dla Puccinia triticina i Puccinia recondita f. sp. secalis
Celem niniejszej pracy byta ocena zmiennosci w populacji P. triticina wystepujacej na
pszenzycie w Polsce. W pierwszym etapie badan przeprowadzono ocene przydatnosci, a takze
uniwersalno$ci nowych markerow mikrosatelitarnych (SSR), do wykrywania zmienno$ci w
przypadku dwoch gatunkow grzybow z rodzaju Puccinia: P. triticina i P. recondita f. sp.
secalis.

Wszystkie markery SSR badane na izolatach P. triticina amplifikowaly w PCR
produkty o oczekiwanej wielkosci (Tab. 1). W przypadku izolatow P. recondita f. sp. secalis,
jedynie dla 21 markeré6w SSR uzyskano produkty amplifikacji o oczekiwanej wielkosci,
wsrdd nich tylko 16 bylo polimorficznych. Wspoétczynnik PIC wynosit 0,14—0,93 dla P.
triticina i 0—0,76 dla P. recondita f. sp. secalis. Analiza izolatow P. triticina wykazata, ze 22
markery SSR mialy wartosci PIC 0,57—0,93, natomiast odno$nie izolatow P. recondita f. sp.
secalis, tylko trzy markery SSR miaty wartosci PIC 0,58—0,76. Liczba alleli na locus
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wynosita 2—24 dla P. triticina i 0—8 dla P. recondita f. sp. secalis. Sposrod izolatow P.
triticina zaobserwowano 9—14 alleli dla pi¢ciu markerow: WLR3-37, WLR3-46, WLR3-48,
WLR5-18, WLR5-45 i 24 allele w przypadku dwoch markerow: WLR5-10 i WLR5-12.
Wsrod izolatéw P. recondita f. sp. secalis, dwa markery SSR: WLR3-48 i WLR5-12 mialy 8
i 7 alleli. W przypadku wspomnianych markerow wartosci PIC dla obu gatunkéw rdzy byty
wysokie (0,62—0,93). W badaniach przeprowadzonych przez Duan’a i wspotautorow (2003)
oraz Szabo i Kolmer’a (2007), opracowano markery SSR dinukleotydowe i trinukleotydowe.
Duan i wspétautorzy (2003) oceniali polimorfizm 31 markeréw SSR, wsrod ktorych jedynie
12 markerow SSR bylo polimorficznych. Wykrywaty one stosunkowo matg liczbe alleli
(2—9). Te samg liczb¢ alleli dla loci SSR wykryli Szabo i Kolmer (2007), gdy
charakteryzowali 18 polimorficznych markeréw SSR.

W ramach prezentowanych badan izolaty P. triticina i P. recondita f. sp. secalis,
zostaty podzielone na trzy grupy: ,,pszeniczng SSR”, ,pszenzytnia SSR” 1 ,,zytnig SSR”.
Grupy ,,pszeniczna SSR” 1 ,,pszenzytnia SSR” byly heterogeniczne, natomiast grupa ,,zytnia
SSR” homogeniczna pod wzgledem gospodarza. Ponadto grupa ,,zytnia SSR”, byta wyraznie
odrgbna pod wzgledem genetycznym (Ryc. 1).

Wyniki  przeprowadzonych  analiz  wykazaly = podobienstwo  sekwencji
mikrosatelitarnych miedzy dwoma gatunkami z rodzaju Puccinia. Wyniki te wskazuja, ze
z powodzeniem mozna wykorzysta¢ opisywany zestaw 34 markeréw SSR w analizach
genetycznych, a takze okreslenia powigzan filogenetycznych pokrewnych gatunkéw z rodzaju
Puccinia.

Tabela 1. Charakterystyka polimorfizmu markerow mikrosatelitarnych SSR dla dwoch gatunkow
grzyba: Puccinia triticina (Pt) i Puccinia recondita f. sp. secalis (Prs).

L.p. | Nazwa locus Typ locus Sekwencja startera (5" 3') Wielko$¢ produktu (pz) r P CPrs LPibea aLIrein |
1 | wirz1s (CA) ;': iiég%ggiii?ggﬂg%fg A 178-350 053|037 | 3 | 2
2 | wire-2s (AC)ss ;': %CCGACACGAGGCCCCCAAACLCCCTCACT’?:%G 205-398 061|044 4 | 3
3 | wLR237 (AC)r7 P %ggg:g:éggééff?gﬁ:? 170-220 o57| - | 4| o
e | omr [ | Tou] [+ |
5 | wir248 (AG)zs (AG)zs ;': ﬁgggglﬁigﬁgzgﬁgé\l : 320-450 0,41 3| o
6 | WLR337 (TTC)is(TTG)is ;': %Z%%%giégg;i%%fgg& 190-300 078 0] o
7 | wLrs4s (GAT)2(GAT): ;': ?gggéﬁégﬂg‘_ﬁé;ﬁgﬁ 195-220 0,59 5 | o
N T T el I L R A I
9 | wirss (TCA) (GTC)s E:: ?gié;%gﬁiﬁgggﬁ;ﬁﬂ; 303-350 o78lore]| 9 | 8
10 | wLra-22 (TTAT)s ;': G&%iéﬂg:ggﬁé?ﬁgﬁg 198-300 0,57 3| o
11| WLR4-29 | (TTTG)(T)(GTTT)s ;:: 'QLTGAGGACG(ZA(‘:%:GC?CT :‘gﬁii‘z‘ N 285-344 069| 03] 5 | 2
12 | WLRr4-43 (ATCA)0 E': ?g;%iggiﬁi@ﬁé?igﬁ 284-350 076 |oss| 8 | 4
13 | WLRsS (ATTTT)s ;': égcT%%GCTGTGTTT ég?ggéﬂg R 175-250 075 71 o
14 | WLR5-10 | (AAATG) (AATGA)s E': %é?gé?ﬁ%fg%%f#ﬁ? A 211-450 0,93 | o
15 | WLRs-12 (AATGA), P %%g?gﬁgg%ﬂ STT gfé‘TATTTGTT 243-450 091|062 | 24 | 7
16 | WLR5-16 (TAGCG); ;:: Tc%:i?c%?féﬁr?ﬁ%?&é 212-220 041|037 3 | 2
17 | WLRs-18 (AAAAG)s ;': TGGGCT%CGTGTSGATT GGGT g fTAT(;TTAAﬁ% 217-300 05| o] 9 | 12
18 | WLRs-23 (GTAGC): ;': ?Zggg?fﬁg:g;ﬁgg gg:g 197-310 069 [037| 6 | 2
19 | WLRs-35 (GTCCC)3 ;': TGCGCC%CGTg :?ggglig;iﬁ& . 200-256 oss| o | 7| 1
20 | wirs-36 (GTAGC)w ;': QAG%(;TAGGTAAQ;G;&:CCTGG@ATL&% 205-261 072 |o28| 7 | 4
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21 | WLRs-45 (GTAT )0 ;': iigg%ég%ﬁii%ﬁ?g’é?ﬁ? 185-450 08 | - | 14 |o
2 | wire-2 (CAAAAA)s E': ﬁgggg%g%giﬂ?}g 241-290 019 |os7| 2 |2
23 | WLR6-24 (CCCATC); ;': g%%gg%%%ﬁ%ﬁgéggg%gﬁ 244-260 057 | - | 3 |o
24 | WLRe-31 (TGAGGA)s E': égggiggiggg‘?ggﬁgg 214-245 014 | o | 2 |1
25 | wire-37 (CCATTT)us ;': giﬁg%%iﬁ%ﬁiiﬁé;%ﬁ;ﬁ 176-270 072 losr| 7 |2
2% | WLR6-38 (ACAGGA)12 ;': i%g?gggggg::ﬁﬁ:;%ﬁé 233-300 04 |o4s| 3 |3
27 | wiLre-39 (TTCTGG)(TTG)s E': éﬁggggiggiﬁmﬁgﬁ 230-290 067 |o37| 4 |2
28 | WLR6-43 (AAGAAC):s ;': ?gég$ég:g$ff£g?é¢¢c 250-350 036 [ow2| & |2
29 | WLR645 |  (GAACAA)s (GAACAA) E': ?ggﬁ?géffg%%gﬁégi%{?ﬂ:fA 250-350 03 [ o | 6 |1
30 | wir7-12 (CAC)(CAA)s E': ?ggCATGCTGT%gg%TGCT%CGTfTAATTTTCQ 220-265 04 |o29]| 3 |2
) I v N N K N
33 | WLR7-28 (AAGTG)s ;': g%ﬁg?ggg?ff%ﬁ%i%ﬁgﬁe 227-290 041 |o37| 3 |2
34 | wLr7-24 (TGGTCGA); E': ?gggiggggiﬁgﬁ; GT gTAGGGGT 348-450 067 | - | 5 Jo

A Grupa ,,pszeniczna

SSR”
A
A A
A Grupa ,Zytnia SSR” ® Secale cereale

A xTriticosecale
A Triticum aestivum

Grupa ,,pszenzytnia
ATA, ssr

‘Wspélrzedna giéwna 2 (13,5%)

Wspdlrzedna glowna 1 (41,02%)

Rycina 1. Dwuwymiarowy wykres analizy wspotrzednych glownych (PCoA) dla izolatow
P. triticina i P. recondita f. sp. secalis uzyskany w oparciu o wyniki analizy molekularnej markerow
mikrosatelitarnych SSR z wyr6znieniem ich pochodzenia wzgledem gospodarza (rosliny
zywicielskiej).
3.2. Analiza zmiennoS$ci w populacji Puccinia triticina wystepujacej na pszenzycie

Dotychczasowe badania populacji P. triticina wykonywano na populacjach
P. triticina pochodzacych z pszenicy zwyczajnej (T. aestivum) i durum (T. turgidum ssp.
durum), stosujac do oceny zmienno$ci genotypowej markery SSR opracowane przez Duan’a
1 wspotautorow (2003), a takze Szabo i Kolmer’a (2007). Kolmer i wspoétautorzy (2007, 2011,
2013, 2015, 2020) przeprowadzili zakrojone na szeroka skale badania zrdznicowania
genetycznego populacji P. triticina wystepujacych w réznych regionach $wiata.

W prezentowanej pracy analizowano zmienno$¢ 242 izolatow P. triticina
pochodzacych z pszenzyta. Przy pomocy oprogramowania STRUCTURE, a takze analizy
sktadowych glownych PCoA, 242 izolaty P. triticina zostaty podzielone na dwie grupy (Ak =
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734,98): 216 izolatow przypisano do grupy I SSR, natomiast 26 izolatéw do grupy Il SSR.
Dwie glowne skladowe analizy PCoA wyjasniaty kolejno 21,7% 1 9,44% zmiennosci
w badanej populacji izolatow (Ryc. 2). W oparciu o profil molekularny izolatow,
zidentyfikowano 172 genotypy P. triticina (funkcja Multilocus w programie GenAlEX, wersja
6.5).

&
-~ +*
IR 4 ’ -
-+ * + [ ] u
+*
gl ‘
— + ™
~ .o+ * " a u "
I
z +* .. "
) AR = +1 grupa SSR
1]
+ 4 +
= .o % ¢ "Boom m II grupa SSR
= + +
<3 +. *
P + +
e $
="
2 127 T
-
’0

Wspolrzedna glowna 1 (21,7%)

Rycina 2. Dwuwymiarowy wykres analizy wspotrzednych gléwnych (PCoA) uzyskany dla
242 izolatow P. triticina analizowanych w 34 loci SSR.

Wszystkie badane izolaty P. triticina byly wirulentne wobec odmiany Thatcher
i awirulentne wzglgdem linii z genami Lr9 i Lrl9. Niskg czestotliwos¢ wirulencji
w kazdej grupie SSR zaobserwowano dla linii z genami Lr2a, Lr23, Lr25, Lr28 i Lr52.
Znaczace zrOznicowanie w czestotliwosci wirulencji odnotowano w przypadku linii
z genami: Lrl, Lr2b, Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lrl15, Lrl6, Lrl7a, Lr20, Lr26, Lr32, Lr63 i LrB (RL
6061). Wobec linii z genami: Lrl, Lr3, Lr3bg, Lrl6, Lrl7a, Lr20, Lr26, Lr32, Lr63 i LrB (RL
6061) niska czestotliwo§¢ wirulencji zaobserwowano tylko w grupie I SSR, natomiast w
przypadku linii z genami Lr2b i Lr2c niska czgstotliwos¢ wirulencji tylko w grupie 11 SSR.
Na podstawie prac wykonanych wczesniej przez innych autorow mozna stwierdzi€, ze
w populacji wystepujacej na pszenicy notuje si¢ zwykle wigksza czgstotliwosé wirulentnych
izolatow wobec linii z genami: Lrl, Lr3, Lr15, Lrl7a i Lr26 niz w populacji wystepujacej na
pszenzycie, w ktdrej notuje si¢ zwykle wyzsza frekwencje izolatoéw wirulentnych wzgledem
linii z genami Lr2b i Lr2c (Manninger, 2006; Wozniak-Strzembicka i Czajowski, 20009;
Hanzalova i1 Bartos, 2011). Jednak bez wiedzy na temat struktury poszczegoélnych patotypow
wystepujacych w danej populacji patogenu, trudno jest wyciagna¢ jednoznaczne wnioski na
temat preferencji pasozytniczych okreslonych izolatow. W zwigzku z tym wykonana zostata
identyfikacja poszczegdlnych patotypow wystepujacych w badanej populacji P. triticina
wystepujacej na pszenzycie.

W oparciu o wyniki uzyskane w analizie wirulencji zidentyfikowano 107 patotypow
P. triticina. Do najczgéciej wystgpujacych patotypow zaliczone zostaly: DDRT (13,2%),
DDHT (7,4%), a takze DDRR, DBRT 1 DBHT, ktore stanowity 3—5% populacji. Analizujac
rozktad patotypéw mozna zauwazy¢, ze grupa I SSR byla wyraznie zdominowana przez
patotypy: DDRx (wirulencja wobec linii z genami: Lr2c, Lr3ka, Lr11, Lr24 i Lr30; X oznacza
dowolny kod uktadu typéw infekcyjnych), DDHx (wirulencja wobec linii z genami: Lr2c,
Lrll, Lr24 i Lr30), a takze: BBxx (awirulencja wobec linii z genami: Lr1, Lr2a, Lr2c, Lr3,
Lr9, Lrl6, Lr24, Lr26), DBHx (wirulencja wobec Lr2c, Lrll i Lr30), DBRx (wirulencja
wobec linii z genami: Lr2c, Lr3ka, Lrll i Lr30), DGxx (wirulencja wobec linii z genami:
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Lr2c i Lrl6), DJxx (wirulencja wobec linii z genami: Lr2c, Lrl6 i Lr24). Z badan
przeprowadzonych przez Aoun i wspétautoréw (2020) wynika, ze wsrod izolatow
wystepujacych na pszenzycie W Hiszpanii i Tunezji zidentyfikowano patotypy FBBNQ,
FBBPQ, CBGNQ, ktére byly wirulentne w stosunku do linii z genami: Lr2c, Lr3a, Lrl4a,
Lrl4b i LrB, natomiast awirulentne wzgledem: Lr1, Lr2a, Lr9, Lr16, Lr26, Lr10, Lr20, Lr28,
Lrll, Lrl7 i Lr30. Patotypy te mialy bardzo zblizony profil wirulencji do patotypow
wystepujacych na pszenzycie w Polsce. Podczas gdy, w grupie II SSR przewazaly patotypy
MHxx i MKxx, ktoérych wspolng cecha byta wirulencja wzgledem linii z genami: Lrl, Lr3,
Lrl6 i Lr26.

Z przeprowadzonej analizy molekularnej wynika, ze $rednia liczba alleli wynosita
5,65 w grupie I SSR i 5,32 w grupie II SSR, a $rednia liczba efektywnych alleli (Ne) wynosita
2,57 w grupie | SSR i 3,18 w grupie Il SSR. Indeks Shannon’a (SH) wynosit 0,9 w grupie |
SSR i 1,16 w grupie II SSR. Natomiast, wartos¢ znormalizowanego indeksu Shannon’a (Sh)
wynosita 0,18 dla grupy I SSR 1 0,36 dla grupy II SSR. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze polska
populacja P. triticina pochodzaca z pszenzyta odznacza si¢ mniejszym poziomem
zrdznicowania genetycznego, niz przebadana przez Kolmer’a i wspotautorow (2013),
europejska populacja wystepujaca na pszenicy, w przypadku ktorej zaobserwowano
zroznicowanie na poziomie Sh 0,4—0,84.

W obydwu grupach wartosci Ho byly wyzsze niz wartosci He, a indeks wsobnosci F
przyjmowal ujemne warto$ci. Zaobserwowano istotng statystycznie korelacje Mantel’a
(r=0,51; P = 0,001) miedzy macierzami dystansu genetycznego dla wirulencji i markeréw
mikrosatelitarnych SSR. Uzyskane wyniki wskazuja na klonalny charakter polskiej populacji
P. triticina pochodzacej z pszenzyta. Podobne rezultaty uzyskano w pracach innych badaczy,
takich jak Goyeau 1 wspotautorzy (2007) Kolmer 1 wspoétautorzy (2013; 2015) oraz Gultyaeva
i wspotautorzy (2017), ktorzy prowadzili swoje prace na populacji P. triticina wystepujacej
na pszenicy zwyczajnej i durum.

Zr6znicowanie genetyczne pomiedzy obydwiema grupami SSR  okreslono
w oparciu o wspotczynniki Rst, Fst. Wspotczynnik Fst (0,26) wskazywat na wysoki poziom
zroznicowania pomigdzy analizowanymi grupami SSR. Podczas gdy, wspolczynnik Rst
(0,18) wskazywat na zdecydowanie mniejszy poziom zréznicowania. Wedlug Hardy’ego
i wspotautorow (2003) identyczne wartosci Rst i Fst moga wskazywa¢ na brak udziatu
modelu stopniowych mutacji w roéznicowaniu genetycznym badanej populacji. Model Rst
wskazuje, Zze mutacja jest potencjalnym zrodtem zmiennos$ci, podczas gdy model Fst
wskazuje na dryf genetyczny (Balloux i Lugon-Moulin, 2002; Kolmer i in., 2011).
W zwiazku z tym mozna przypuszczaé, ze uzyskana w prezentowanych badaniach roznica
pomiedzy wartosciami wspotczynnikow Fst 1 Rst wskazuje, ze w polskiej populacji P.
triticina zwigzanej z pszenzytem wigkszy wplyw na zmienno$¢ ma dryf genetyczny, anizeli
mutacje. Wedlug Goyeau i wspoétautorow (2007), a takze Kolmer’a i wspotautorow (2011)
dryf genetyczny moze by¢ istotnym mechanizmem wptywajacym na zmienno$¢ populacji P.
triticina. Zwlaszcza, gdy na lokalng populacje patogenu maja wplyw takie zjawiska jak:
cigzkie zimy, opryski fungicydami lub uprawa na duzg skal¢ odmian odpornych na obecne w
populacji rasy patogenu, a takze eliminacja alternatywnego gospodarza, ktore moga
doprowadzi¢ do zahamowania rozwoju populacji. Jednak nie ma jednoznacznych dowodow
na to, ze dryf genetyczny moze mie¢ bezposredni wplyw na zmienno$s¢ w populacji P.
triticina (Kolmer i in., 2011). W zwiazku z tym, zgodnie z prezentowang nizszg warto$cig Rst
nalezy rowniez uwzgledni¢ udzial mutacji w ksztaltowaniu zmienno$ci w populacji.
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Zroéznicowanie fenotypowe obliczono w oparciu o profil wirulencji izolatow, przy
pomocy wspotczynnika @pr. Zaobserwowano $redni poziom zrdznicowania fenotypowego
pomiedzy grupami SSR na poziomie 0,32. Dla wszystkich wspomnianych wspdtczynnikéw
odnotowano statystycznie istotne zréznicowanie przy prawdopodobienstwie (P < 0,001).
W badaniach przeprowadzonym przez Kolmer’a i wspdtautoréw (2013) w Europie zmienno$¢
fenotypowa pomiedzy grupami SSR wynosita 0,07—0,64. Przypuszczalnie poziom
zmienno$ci fenotypowej moze byé zwigzany z wielko$cig obszaru badan i presja selekcyjna
zb6z uprawianych w Europie na lokalne populacje grzyba (Goyeau i in., 2006; Gultyaeva
iin., 2017).

Wspomniane wspotczynniki (Rst | Fst) zastosowano rdéwniez do obliczenia
zroznicowania  genetycznego pomiedzy lokalnymi populacjami. Uzyskane wyniki
wskazywaty na niski poziom (0—0,04) zr6znicowania pomig¢dzy lokalizacjami. Statystycznie
istotny poziom zrdéznicowania zaobserwowano pomiedzy populacjami wystepujacymi
w Krzeczowicach i Matyszynie (Rst = 0,02, Fst = 0,02, przy P na poziomie 0,001 i 0,006),
a takze pomigdzy populacjami z Grodkowic i Matyszyna (Rst = 0,04, Fst = 0,03, przy P na
poziomie 0,001 i 0,003). Wspoétczynnik ¢pr wskazywat na niewielki poziom zrdéznicowania
fenotypowego pomiedzy populacjami. Uzyskane wyniki wskazywaly na wyst¢powanie
najwigkszego zréznicowania pomigdzy populacjami z Krakowa i Grodkowic (ger = 0,04),
Krzeczowic i Grodkowic (¢er = 0,05), a takze pomigdzy populacjami z Matyszyna
I Krzeczowic (¢er = 0,04), przy P < 0,001. W badaniach przeprowadzonych przez Park’a
i wspotautorow (2001) w Europie, wykryto zréznicowanie zardwno na poziomie
geograficznym, jak i fenotypowym. Gultyaeva i wspotautorzy (2017) zaobserwowali
znaczace zrOznicowanie genetyczne P. triticina migdzy regionami geograficznymi
w Federacji Rosyjskiej.

Podsumowujac, warto zaznaczy¢, ze wykonane badania sg pierwszymi, w ktorych
dokonano proby poznania zmienno$ci genetycznej w populacji P. triticina wystepujacej na
pszenzycie, bazujac na polimorfizmie DNA w loci SSR i analizie wirulencji.
Z przeprowadzonych analiz wynika, ze badana populacja ma charakter klonalny, podobnie jak
populacje P. triticina wystepujace w innych krajach i regionach geograficznych. Badang
populacje mozna podzieli¢ na dwie grupy SSR, pomi¢dzy ktorymi wystepuje umiarkowane
zréznicowanie genetyczne 1 fenotypowe. Jednak nie zaobserwowano zrdznicowania,
pomiedzy lokalnymi populacjami. Z wykonanych analiz wynika, ze zrodet wykrytej
zmiennosci mozna doszukiwac si¢ w migracji, mutacji i dryfie genetycznym. Wptyw migracji
mozna zauwazy¢ w oparciu o niewielkie zréznicowanie genetyczne i fenotypowe pomigdzy
lokalnymi populacjami, a takze wystepowaniu podobnych patotypéw 1 genotypow
w lokalizacjach zbioru prob, pomiedzy ktorymi nie ma geograficznych barier
niemozliwiajacych migracj¢ urediniospor wraz z pradami powietrza. Natomiast w oparciu
o uzyskane wartosci dla wspotczynnikow Fst I Rst mozna przypuszcza¢, ze na zmienno$¢
w badanej populacji moze mie¢ dryf genetyczny przy mniejszym udziale mutacji. W oparciu
0 uzyskane wyniki czestotliwosci wirulencji, a takze znajomo$¢ profilu wirulencji
poszczegbdlnych patotypéw, mozna wyciaggna¢ wstepne wnioski dotyczace preferencji
pasozytniczych izolatow P. triticina. Najprawdopodobniej izolaty przypisane do grupy | SSR
mozna zaklasyfikowa¢ do populacji zwigzanej przede wszystkim z pszenzytem, podczas gdy
izolaty z grupy II SSR mozna zaliczy¢ do populacji zwigzanej gtdéwnie z pszenica.
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4. Wnioski

1. Na podstawie przeprowadzonej analizy molekularnej zroéznicowania genetycznego
w populacji P. triticina wystepujacej na pszenzycie w Polsce mozna potwierdzi¢ wysoka
skuteczno$¢  zastosowanego W  badaniach, nowego =zestawu 34 markerow
mikrosatelitarnych.

2. Wspomniany zestaw 34 markeréw mikrosatelitarnych opracowanych na podstawie
sekwencji DNA P. triticina odznacza si¢ pewnym stopniem uniwersalnosci
w stosunku do gatunku pokrewnego P. recondita f. sp. secalis.

3. W populacji P. triticina wystepujacej na pszenzycie, oprocz patotypoéow, ktore moga
wykazywac¢ preferencje pasozytnictwa w kierunku pszenzyta, mozna rowniez odnotowaé
wystepowanie patotypéw o preferencji ukierunkowanej na pszenice.

4. Populacja P. triticina pochodzaca z pszenzyta ma glownie charakter klonalny.

5. Z przeprowadzonych analiz zmiennos$ci wynika, ze na zmienno$¢ w populacji
P. triticina wystepujacej na pszenzycie w Polsce prawdopodobnie najwigkszy wptyw ma
dryf genetyczny przy mniejszym udziale mutacji, a takze migracja urediniospor.
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