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Tytul zadania: Mapowanie asocjacyjne genéw odpornosci na rdze brunatng (Puccinia
triticina) i septorioze paskowang lisci (Septoria tritici) w pszenicy.

Kierownik zadania: dr hab. P. Czembor prof. IHAR-PIB

Celem badan bylo postulowanie genow odpornosci na septorioz¢ paskowang i rdz¢ brunatng
w europejskich odmianach pszenicy w tym w odmianach znajdujacych si¢ na liscie odmian wpisanych
do krajowego rejestru w Polsce. Typowanie gendow odpornosci zostato wsparte wykorzystaniem
markerow molekularnych zaréwno blisko sprzezonych ze znanymi genami jak i umozliwiajacych
profilowanie catego genomu na potrzeby mapowania asocjacyjnego.

Temat badawczy 1: Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez izolaty Puccinia triticina.
Celem tego tematu byto okreslenie reakcji fenotypowej (odporny/podatny) 200 odmian/linii pszenicy
ozimej na zakazenie szescioma izolatami P. triticina o zréznicowanej patogenicznosci.
Materiafy i metody:
Materiaf roslinny. Do badan w stadium siewki wykorzystano zestaw 200 odmian/linii:

e 38 linii bliskoizogenicznych odmiany Thatcher (ang. Thatcher Near Isogenic Lines, TcNILS)

e 83 odmiany pszenicy ozimej z krajowej listy opisowej odmian COBORU (2013)

e 79 odmian pszenicy ozimej zarejestrowanych w innych krajach europejskich
Zestaw TcNILs zawiera znane geny odpornosci na P. triticina (pominigto linie z genami
warunkujacymi odpornos¢ w stadium rosliny dorostej) i jest obecnie obowigzujagcym zestawem
w badaniach migdzynarodowych.
Testy fitopatologiczne. Opisany wyzej zestaw odmian/linii (3-5 ziarniakow danego obiektu) zostat
wysiany do dwaoch palet ogrodniczych. W warunkach kontrolowanych komory klimatycznej, siewki
w stadium drugiego liscia zakazano pojedynczym izolatem P. triticina (100mg uredinospor/100ml
wody) i pozostawiono do nastgpnego dnia w warunkach catkowitej ciemnosci, w temperaturze 22°C
i wilgotnosci 95%. Nastgpnie siewki utrzymywano w warunkach 16 godzin $wiatta/22°C oraz
8 godzin ciemnosci/18°C. Po 12-dniowej inkubacji, porazone siewki oceniano wg skali 0-4, gdzie typ
infekcji 0-2 wskazuje na odpornosé¢, a typ infekcji 3-4 wrazliwos¢. Do inokulacji wykorzystano szes¢
izolatow P. triticina z wtasnej kolekcji, charakteryzujacych sie¢ zréznicowanym spektrum wirulencji
(dane niepublikowane): NIAB 06-23, NIAB 06-94, NIAB 06-98, Pt1002, Pt2902 i Pt1602.
Wyniki:
W wyniku inokulacji 83 odmian pszenicy ozimej pochodzacej z krajowej listy odmian COBORU
szescioma izolatami o zréznicowanej wirulencji zidentyfikowano 6 odmian (Belenus, Elipsa, Kredo,
KWS Magic, Pengar, Speedway) odpornych na co najmniej 5 izolatow oraz 9 odmian (Astoria, Bagou,
Bystra, Forum, Markiza, Meteor, Mikula, Rapsodia, Satyna) wykazujacych odpornos¢ na jeden
z testowanych izolatow P. triticina. Pozostate polskie odmiany byly podatne na wszystkie testowane
izolaty. Sposrod 79 odmian pszenicy pochodzacych z roznych krajow europejskich, 27 wykazato
odpornos¢ na 4-6 testowanych izolatow P. triticina. Natomiast 23 odmiany byly odporne na co
najmniej jeden sposrod szesciu badanych izolatow.
Wszystkie badane izolaty byty wirulentne w stosunku do genéw Lrl10, Lrll, Lrlda, Lrldb, Lrl8,
Lr27+Lr31, Lr33, Lr36, Lr44 oraz awirulentne w stosunku do Lr9, Lrl19, Lr24 i Lr52. Dla pozostatych
linii zestawu roznicujacego przynajmniej jeden izolat dla danej linii wykazywat odmienna reakcje
fenotypowa w poréwnaniu do pozostatych izolatow. Dla kilku kombinacji izolat/obiekt
zaobserwowano mieszang reakcje fenotypowa: Pt2902/Eriwan, NIAB06-23/Smuga; Pt1602/Grapeli;
NIAB06-94/Mikula, Smuga; Pt1002/Eriwan, Elipsa.
Dyskusja:
Liczba izolatow wykorzystana w niniejszej pracy nie pozwolita jak dotad na zréznicowanie reakcji
fenotypowej wszystkich linii zestawu TcNILs. Docelowo zostanie przetestowanych co najmniej 18
izolatow P. triticina, co z pewnoscig wytoni szersze spektrum wirulencji pozwalajace zréznicowaé
fenotypowo wszystkie, a przynajmniej wiekszos¢ linii bliskoizogenicznych odmiany Thatcher.
Whnioski:
1. Stwierdzono mate zréznicowanie genetyczne odmian z krajowego rejestru (wigkszos¢ posiada

prawdopodobnie kilka mato efektywnych genéw odpornosci).




2. Zaobserwowano wiegksze zroznicowanie genetyczne odmian zagranicznych i wiecej efektywnych
genow odpornosci.

3. Spektrum wirulencji testowanych izolatow pozwolito na zréznicowanie reakcji fenotypowej
wigkszosci linii zestawu TcNILs.

Temat badawczy 2: Testowanie specyficznych markeréw PCR dla wybranych genéw L.

Celem tego tematu byto okreslenie wystepowania markerow molekularnych blisko sprzezonych
z wybranymi genami Lr w zestawie odmian/linii pszenicy ozimej badanych w temacie badawczym 1.
Materiafy i metody:

Z grupy odmian/linii badanych w temacie 1 do analiz molekularnych w ramach tematu 2, wybrano
zestaw 188 genotypdow pszenicy (w tym linie réznicujace TcNILS). Liczba planowanych obiektéw do
badan wynikata z narzuconych warunkow technicznych analiz: 2 ptytki, kazda po 96 probek (w tym
2 probki kontrolne). Siewki wybranych odmian/linii postuzyty do wyizolowania DNA jedna z dwoch
metod: DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN GmbH,140724 Hilden, Niemcy) lub Nucleo Mag 96
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, 52355 Diiren, Niemcy) wspomagana zautomatyzowang stacja
roboczg Freedom Evo (Tecan Group Ltd., Seestrasse 103, CH-8708 Mannedorf, Szwajcaria).
Wyizolowane DNA zostato wykorzystane do okreslenia wystgpowania markeréw molekularnych
blisko sprz¢zonych z szescioma genami odpornosci: Lrl, Lr9, Lr10, Lr19, Lr20 i Lr21. Specyficzne
markery molekularne amplifikowano w reakcji PCR zgodnie z warunkami podanymi w publikacjach
zrodtowych z niewielkimi modyfikacjami: catkowita objetosé reakcji 10ul, 60ng DNA, 1U Taq
polimerazy (Fermentas GmbH, Niemcy), 1xPCR bufor z domieszka (NH,),SO,4 (Fermentas), 2,5 mM
MgCl, (Fermentas), 200uM kazdego z deoksynukleotydow (Fermentas) oraz po 0,5 uM kazdego
z pary starteréw. Produkty PCR rozdzielano na zelach agarozowych 1,5-2,0%/250V/4 godziny. Zele
po wybarwieniu bromkiem etydyny dokumentowano w swietle UV przy uzyciu systemu Gel Logic
200 (Eastman Kodak Company, USA). W przypadku produktow PCR znakowanych fluorescencyjnie
do rozdziatu i detekcji wykorzystano analizator DNA ABI377XL (Applied Biosystems, Foster City,
USA) wspomagany oprogramowaniem GeneScan 3.1 (Applied Biosystems), stosujac 4.5%
denaturujacy zel poliakrylamidowy (Long Ranger, Cambrex Bio Science, USA). Do nanoszenia
mieszaniny poreakcyjnej na zel poliakrylamidowy zastosowano grzebienie membranowe (100 zebow)
zgodnie z zaleceniem producenta (Web Scientific Ltd., W. Brytania).

Wyniki:

Na podstawie analiz molekularnych okreslono wystepowanie markerow blisko sprze¢zonych
z wybranymi genami Lr w analizowanym zestawie odmian/linii. Linie bliskoizogeniczne TcNILs
zawierajace znane geny odpornosci Lr, postuzyly jako wzorce do poréwnan dla badanych odmian
krajowych i zagranicznych. Gen Lrl identyfikowano na podstawie obecnosci specyficznych
produktéw amplifikacji dwoch markeréw molekularnych pTAG621 i WRO001. Sposrod testowanych
odmian pszenicy, 29 odmian polskich i 7 europejskich posiadato wspomniany gen. Réwniez w linii
bliskoizogenicznej LrB (PI) wykazano obecnos¢ tego genu. W przypadku genu Lr9 jego obecnosé
zostata zidentyfikowana jedynie w liniach TcNILs Lr9 i Lr25. Przy pomocy markera STSLrk10-6
zidentyfikowano gen Lr10 w 19 odmianach pszenicy ozimej z krajowej listy odmian COBORU i u 26
odmian pszenicy ozimej zarejestrowanych w innych krajach europejskich. Wykazano rowniez
obecnos¢ tego genu w linii TcNIL Lr27+Lr31. W celu identyfikacji genu Lr19 wykorzystano marker
SSR wmc221, ktory wykazat brak obecnosci tego genu u ktorejkolwiek z odmian oprocz TeNIL Lrl9.
Natomiast gen Lr20 zidentyfikowano u jednej europejskiej odmiany KWS Cashel. Marker
LR21_SCAR generowat w reakcji PCR cztery specyficzne haplotypy (G1-G4), kazdy o innym
zestawie trzech produktow PCR. Tylko haplotyp G1 wskazywat na obecnos¢ genu Lr21 i poza linig
TcNIL Lr21 zostat on zidentyfikowany w linii TcNIL Lr3ka.

Dyskusja:

Markery molekularne moga poméc w szybkiej detekcji genow odpornosci w odmianach roslin
uprawnych. W pracy wykorzystano 7 markerow umozliwiajacych identyfikacje szesciu genow
odpornosci Lr na P. triticina. Otrzymane wyniki wskazuja, ze STS marker pTAG621 jest
niespecyficzny i nieodpowiedni do identyfikacji genu Lrl, poniewaz obecnos¢ jego produktu
zaobserwowano nie tylko u linii Tc+Lrl, ale rowniez u innych linii zestawu TcNILs, tgcznie z podatna
odmiang Thatcher. W zwiazku z tym wykorzystano specyficzny marker SSR WRO001, ktéry zostat
zaprojektowany z sekwencji RGAs (resistance gene analogs) zlokalizowanej w locus genu Lrl.




Jednakze obecnosé¢ produktu amplifikacji zostata zaobserwowana rowniez w linii bliskoizogenicznej
LrB (PI).
Marker SCAR SCS5s5, specyficzny dla genu odpornosci na P. triticina Lr9 zostat amplifikowany
w TcNIL Lr9. Zadna z polskich i europejskich odmian pszenicy nie posiadata genu Lr9. Uzyskane
wyniki wskazuja na obecnos¢ tego produktu dodatkowo u linii TcNIL Lr25. W celu detekcji genu
Lrl0 w odmianach pszenicy wykorzystano wysoce specyficzny marker STSLrk10-6, ktory zostat
przetestowany na materiale roslinnym roznego pochodzenia. Dodatkowo zaobserwowano obecnosé
produktu amplifikacji w linii TcNIL Lr27 + Lr31l. Pomimo zastosowania wysoce specyficznego
markera, u zadnej z polskich i europejskich odmian pszenicy nie zidentyfikowano genu Lrl19. Gen
Lr20 zostat zidentyfikowany u jednej europejskiej odmiany KWS Cashel. Zastosowany w tym
przypadku marker byt wysoce specyficzny w stosunku do linii posiadajacych tylko ten gen
odpornosci. W 2010 zostat zaprojektowany nowy marker SCAR Lr21 w celu identyfikacji grup
haplotypow zwigzanych z genem Lr21 odpornosci na rdz¢ brunatng. Przeprowadzone analizy
wykazaty obecnos¢ specyficznego haplotypu u linii TcNIL Lr21 oraz TcNIL Lr3ka.
W przypadku markeréw opracowanych dla genow Lrl, Lr9, Lrl0 i Lr21 uzyskane wyniki nie byty
w petni zadowalajace ze wzgledu na ich obecnos¢ rowniez w innych liniach zestawu TcNILs.
W zwiazku z tym nalezy si¢ zastanowi¢ nad ich dalszym wykorzystaniem w badaniach.
Whioski:
1. Potwierdzono przydatnos¢ markerow molekularnych w identyfikacji genéw odpornosci Lrl9
i Lr20.
2. Wyniki identyfikacji genéw odpornosci Lrl, Lr9, Lr10 i Lr21 sg niejednoznaczne.

Temat badawczy 3: Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez izolaty Septoria tritici
Celem tego tematu byto okreslenie reakcji fenotypowej (odporny/podatny) 200 odmian/linii pszenicy
ozimej na zakazenie izolatem S. tritici. Cel zostal zrealizowany w zakresie przewidywanym do
realizacji na obecny rok.
Materiafy i metody:
Na potrzeby realizacji tematu, jesienia biezacego roku zatozono doswiadczenie w uktadzie dwaoch
losowanych blokéw (dwa powtorzenia). Kazda linia w danym powtorzeniu zostata wysiana w rzadku
1m. Do badan wykorzystano zestaw 200 odmian/linii:

e 83 odmiany pszenicy ozimej z krajowej listy opisowej odmian COBORU (2013)

e 92 odmiany zarejestrowane w innych krajach europejskich

e 25 odmian/linii roéznicujacych reakcje odpornosciowa na zakazanie S. tritici
Wyniki:
Wyniki oceny reakcji fenotypowej zostang uzyskane w przysztym roku kalendarzowym.




