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SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2015 roku

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

2. Kierownik zadania: Pawet Cz. Czembor, dr hab., prof. nadzw. IHAR-PIB
Zaktad Fitopatologii, [IHAR-PIB, Radzikow, 05-870 Blonie
tel. 22 7334632; e-mail: p.czembor@ihar.edu.pl

3. Cel zadania: Celem badaf w roku 2015 byla ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez
kolejne izolaty P. triticina (w stadium siewki) oraz izolat S. tritici (w stadium rosliny dorostej). Co
wigcej, odmiany pszenicy byty testowane pod wzglgdem wystepowania markerow molekularnych
blisko sprzezonych z szeScioma genami odpornosci: Lr24, Lr25, Lr28, Lr29, Lr34 i Lr35.
3. 1. Temat badawczy 1: Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez izolaty Puccinia
triticina (test Pt-2)
Cel tematu badawczego 1
Celem tego tematu byto okreslenie reakcji fenotypowej (odporny/podatny) 200 odmian/linii pszenicy
ozimej na zakazenie szeScioma izolatami P. triticina o zréznicowanej patogenicznosci. Cel tematu
zostal osiggniety.
Materialy i metody
Material 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 odporno$¢ w stadium rosliny doroslej) i jest obecnie obowigzujacym zestawem w
badaniach migdzynarodowych.
Testy fitopatologiczne. Opisany wyzej zestaw odmian/linii (3-5 ziarniakéw danego obiektu) zostat
wysiany do dwoch palet ogrodniczych. W warunkach kontrolowanych komory klimatycznej, siewki w
stadium drugiego licia zakazano pojedynczym izolatem P. triticina (100mg uredinospor/100ml
wody) i pozostawiono do nastepnego dnia w warunkach catkowitej ciemnos$ci, w temperaturze 22°C i
wilgotnosci 95%. Nastepnie siewki utrzymywano w warunkach 16 godzin §wiatta/22°C oraz 8 godzin
ciemnosci/18°C. Po 12-dniowej inkubacji, porazone siewki oceniano wg skali 04, gdzie typ infekcji
0-2 wskazuje na odpornos$¢, a typ infekcji 3—4 wrazliwosé. Do inokulacji wykorzystano szes$¢
izolatow P. triticina z wtasnej kolekcji, charakteryzujacych si¢ zréznicowanym spektrum wirulencji
(dane niepublikowane): Tr11_A1/12, Tr09_3/13, Tr09_8/13, Tr1l 2/13, Tr1l 4/13, Tr10_2/12.
Wyniki

W wyniku inokulacji 83 odmian pszenicy ozimej pochodzacej z krajowe;j listy opisowej odmian
COBORU szescioma izolatami o zréznicowanej wirulencji zidentyfikowano 5 odmian (Belenus,
Kredo, KWS Ozon, Pengar i Speedway ) odpornych na wszystkie izolaty. Sposrod badanych odmian,
17 byto odpornych na 5, a 14 innych odmian wykazywato odporno$¢ na 1-4 izolatow P. triticina.
Pozostate odmiany pochodzgce z krajowej listy COBORU byly podatne na wszystkie izolaty. Sposrod
79 odmian pochodzacych z réznych krajow europejskich, az 31 wykazalo si¢ odpornoscia na
wszystkie testowane izolaty, a 19 odmian byto odpornych na 5 izolatow. Z kolei 13 odmian wykazato
odpornos¢ na 1-4 izolatoéw P. triticina.

Wszystkie badane izolaty byly wirulentne w stosunku do genow Lr2c, Lrl0, Lrll, Lrl4a,
Lrl4b, Lr18, Lr23, Lr24, Lr27+Lr31, Lr30, Lr33, Lr44, LrB (Carina) oraz awirulentne w stosunku do
Lrl, Lr9, Lr19, Lr20, Lr25 i Lr28. Dla pozostatych linii zestawu rdznicujgcego przynajmniej jeden
izolat dla danej linii wykazywal odmienng reakcj¢ fenotypowa w porownaniu do pozostatych
izolatow.
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Dyskusja
Liczba izolatdow 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 pewnoscia wytoni szersze spektrum wirulencji pozwalajace
zréznicowaé fenotypowo wszystkie, a przynajmniej wiekszo$¢ linii bliskoizogenicznych odmiany
Thatcher.
Whioski
1. Stwierdzono umiarkowane zrdznicowanie genetyczne odmian z krajowego rejestru opisowego
odmian COBORU.
2. Wsérdéd odmian zagranicznych zaobserwowano wigksze zroznicowanie genetyczne i wigcej
efektywnych genow odporno$ci w poréwnaniu do odmian z krajowego rejestru odmian.
3. Testowane izolaty pozwolily na zréznicowanie reakcji fenotypowej wigkszosci linii zestawu
TcNILs, ale byly one awirulentne w stosunku do genow Lr: 1,9, 19, 20, 25 28.

3. 2. Temat badawczy 2: Testowanie specyficznych markerow PCR dla wybranych genow Lr
Cel tematu badawczego 2
Celem tego tematu bylo okre§lenie wystgpowania markeréw molekularnych blisko sprz¢zonych z
wybranymi genami Lr w zestawie odmian/linii pszenicy ozimej badanych w temacie badawczym 1.
Cel tematu zostat osiagniety.
Materialy i metody
Do analiz molekularnych wykorzystano zestaw 192 genotypow pszenicy, ktory zostalt wybrany przy
realizacji zadania w roku 2014, poszerzony o 4 linie zestawu TcNILs: Lr 34, Lr 35, Lr 37, Lr 46.
Siewki wybranych odmian/linii postuzyty do wyizolowania DNA jedng z dwoch metod: DNeasy Plant
Mini Kit (QIAGEN GmbH,140724 Hilden, Niemcy) lub Nucleo Mag 96 (Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG, 52355 Diiren, Niemcy) wspomagang zautomatyzowang stacja robocza Freedom Evo (Tecan
Group Ltd., Seestrasse 103, CH-8708 Minnedorf, Szwajcaria). Wyizolowane DNA zostato
wykorzystane do okreslenia wystgpowania markeréw molekularnych blisko sprzezonych z szescioma
genami odpornosci: Lr24, Lr25, Lr28, Lr29, Lr34 i Lr35. Specyficzne markery molekularne
amplifikowano w reakcji PCR zgodnie z warunkami podanymi w publikacjach zroédtowych z
niewielkimi modyfikacjami: calkowita objeto$¢ reakcji 10ul, 60ng DNA, 1U Taqg polimerazy
(Fermentas GmbH, Niemcy), 1XPCR bufor z domieszkg (NH,),SO, (Fermentas), 2,5 mM MgCl,
(Fermentas), 200uM kazdego z deoksynukleotydow (Fermentas) oraz po 0,5 uM kazdego z pary
starterow. W przypadku markera SCAR Lr29F18/Lr29R18 sprzezonego z genem Lr29 podjeto
nastgpujace proby optymalizacji reakcji PCR: zastosowano 2 rézne programy PCR réznigce si¢
dhugoscig trwania oraz temperaturami poszczegolnych etapow, zastosowano rozne stgzenia MgCl, (1,5
mM i 25 mM), a takze wykorzystano rézne rodzaje i st¢zenia polimerazy (1U Taq polimerazy
Fermentas oraz 2,5U HotStar Taq polimerazy Qiagen). Produkty PCR byly rozdzielane na zZelach
agarozowych 1,5 — 2,0%/250V/4 godziny. Zele po wybarwieniu bromkiem etydyny dokumentowano
w $wietle UV przy uzyciu systemu Gel Logic 200 (Eastman Kodak Company, USA). W przypadku
produktéw 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 zgbow) zgodnie z zaleceniem producenta (Web Scientific Ltd., W.
Brytania).
Wyniki

Na podstawie analiz molekularnych okreslono wystepowanie markerow blisko sprzezonych z
wybranymi genami Lr w analizowanym zestawie odmian/linii. Linie bliskoizogeniczne TcNILs
zawierajace znane geny odpornosci Lr, postuzyty jako wzorce do poréwnan dla badanych odmian
krajowych i zagranicznych. Gen Lr24 identyfikowano na podstawie obecnosci produktow amplifikacji
markera wPt8845-3. Sposrdd testowanych odmian, 2 pochodzace z krajowej listy opisowej COBORU
oraz 8 odmian europejskich posiadalo wspomniany gen odpornosci. Do identyfikacji genu Lr25
wykorzystano dwa markery SSR, gwm251 i gwm6. Zadna z badanych odmian nie wykazywata
obecnosci obydwu markerdéw, tylko linia TcNIL-Lr25 zestawu roznicujacego. W przypadku genu
Lr28 jego obecnos¢ zostata potwierdzona markerem SCAR SCS421-570 dla 3 odmian z krajowej listy



COBORU oraz dla 18 odmian europejskich. Przy uzyciu ztozonego markera cssfrS przeprowadzono
analizy w celu identyfikacji genu Lr34. Gen zostal oznaczony tylko u odmiany Baletka (krajowa lista
opisowa odmian COBORU). W celu identyfikacji genu Lr35 wykorzystano marker Sr39F/R, ktory
wykazat brak obecno$ci tego genu u ktorejkolwiek z odmian oprocz linii TeNIL-Lr35. Mimo licznych
prob optymalizacji warunkow PCR markera Lr29F18/R18 sprz¢zonego z genem Lr29, nie uzyskano
amplifikacji specyficznego produktu (900pz) dla zadnego obiektu w tym TcNIL-Lr29.
Dyskusja
Wykorzystane w badaniach markery molekularne postuzyly do identyfikacji 5 genoéw
odpornosci Lr na Puccinia triticinia. Wykorzystany do identyfikacji genu Lr24 marker wPt8845-3
zostal zaprojektowanego z sekwencji klonow DArT (upublicznionych w roku 2011 na stronie
http://www.diversityarrays.com). Marker jest blisko sprzg¢zony z badanym genem i moze by¢
stosowany do selekcji roslin posiadajacych gen Lr24. W celu identyfikacji genu Lr25 wykorzystano 2
markery SSR. Jednak w naszych badaniach produkty PCR dla markeréw gwm251 i gwm6 wskazujace
na obecno$¢ typowanego genu nie wystgpowaly w zadnej odmianie jednoczesnie (tylko w TcNIL-
Lr25), co raczej $wiadczy o braku wystepowania Lr25 w badanych odmianach. Identyfikacja genu
Lr28 zostata przeprowadzona przy zastosowaniu markera SCS421-570, ktory cechuje sie wysoka
specyficznoscig w stosunku do odmian/linii posiadajgcych wspomniany gen odpornosci Lr. Wysoce
specyficzny marker cssfrS wykorzystany zostal do identyfikacji genu Lr34. Gen Lr34 jest genem
warunkujacym odpornos$¢ plejotropowa rosliny dorostej (ang. Pleiotropic Adult PaResistance, PAPR)
na kilka patogendéw jednocze$nie: rdz¢ brunatna, rdze¢ zo6tta, rdzg zdzbtowa i macznika (Lr34-Yrl8-
Pm38-Sr57). Wsrod badanych odmian tylko Baletka wykazywata obecno$¢ wspomnianego genu.
Marker SCAR Sr39F/R umozliwia identyfikacje genu Sr39 odpornosci na rdze zdzbtowa i genu Lr35
odpornosci na rdzg brunatng oraz innych cech, ktéore moga by¢ potencjalnie zwigzane z tg sama
translokacjg. Marker jest cennym narzedziem w detekcji Lr35. Jednak w naszych analizach nie
zidentyfikowano tego genu u zadnej z odmian europejskich i odmian znajdujacych si¢ na krajowej
liscie opisowej COBORU. W przypadku genu Lr29 mimo wielu prob nie zoptymalizowano warunkow
PCR dla badanego markera Lr29F18/R18.
Whioski
1. Potwierdzono przydatno$¢ markerow molekularnych do identyfikacji genow odpornosci Lr24,
Lr28, Lr34 i Lr35.
2. Wsrédd badanych 150 odmian pszenicy ozimej geny Lr24, Lr28 i Lr34 wykryto odpowiednio dla
10, 21 i jednej odmiany.
3. Gen Lr35 nie zostal wykryty w zZadnej odmianie pszenicy ozimej (tylko w linii zestawu
roéznicujacego TcNIL-Lr35).
4. Markery zastosowane do detekcji genu Lr25 nie daty jednoznacznych wynikow.
5. Nie uzyskano optymalnych warunkow do amplifikacji markera Lr29F18/R18, ktore
umozliwityby identyfikacje genu Lr29 w badanych odmianach i liniach zestawu réznicujgcego.

3. 3. Temat badawczy 3: Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez izolaty Septoria
tritici (test St-1)
Cel tematu badawczego 3
Celem tego tematu byto okreslenie reakcji fenotypowej (odporny/podatny) 200 odmian/linii pszenicy
ozimej na zakazenie izolatem S. tritici. Cel tematu zostat osiagniety.
Materialy i metody
Na potrzeby realizacji tematu, jesienig 2014 roku zalozono do$wiadczenie w uktadzie dwoch

losowanych blokow (dwa powtorzenia). Kazda odmiana/linia w danym powtorzeniu zostata wysiana
w jednym rzadku jedno-metrowym. Do badan wykorzystano zestaw 200 odmian/linii:

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

e 92 odmiany zarejestrowane w innych krajach europejskich

e 25 odmian/linii r6znicujacych reakcje odpornosciowa na zakazanie S. tritici .
W roku biezgcym (2015) przeprowadzono ocene reakcji fenotypowej 200 odmian/linii pszenicy
ozimej na zakazenie izolatem S. tritici IPO323. Rosliny z rozwinigtym w pehi lisciem flagowym
zakazano zawiesina zarodnikoéw o stezeniu 15x10%ml. Po okoto 21 dniach od inokulacji oceniano 8-
10 lisci flagowych kazdego obiektu pod wzgledem procentu powierzchni liscia pokrytego nekroza
oraz owocnikami grzyba (piknidiami). Precyzyjne okreslenie parametrow chorobowych wykonane



zostato przy uzyciu komputerowej analizy obrazu porazonych. Poniewaz odmiana Flame posiada gen
Stb6, ktory warunkuje odpornos¢ na zakazanie izolatem IPO323, ta odmiana zostata wykorzystana do
wyr6znienia odmian odpornych (o tym samym poziomie odpornosci lub lepszym). W tym celu
zastosowano metode statystyczng lewostronnego testu Dunnetta (na poziomie istotnosci a=0,05) dla
wartosci procentu powierzchni liscia pokrytego nekroza.
Wyniki
Ocena stopnia porazenia liSci przez zastosowanie komputerowej analizy obrazu pozwolila na
uzyskanie bardzo precyzyjnych i miarodajnych wynikow. Badany izolat IPO323 wchodzi w interakcje
typu gen-na-gen z genem odpornosci na septorioz¢ paskowang Sth6, a odmiana Flame jest odmiang
referencyjna posiadajaca ten gen. Na podstawie testu Dunnetta sposrod badanych odmian, 76
pochodzacych z krajowej listy opisowej COBORU, 90 odmian europejskich oraz 16 odmian/linii z
zestawu posiadajacego znane geny odporno$ci wykazato odporno$¢ na poziomie zblizonym do
odmiany referencyjnej Flame, badz lepszym
Dyskusja
Septorioza paskowana liSci pszenicy (Septoria tritici blotch, STB) wywotywana jest przez

patogena Mycosphaerella graminicola, stadium niedoskonate (czynnik sprawczy) Septoria tritici. W
celu lepszego wykorzystania gendéw odpornosci w programach hodowlanych, konieczna jest
znajomos$¢ ich wystepowania w obecnie uprawianych odmianach. Otrzymane przez nas wyniki
pozwalaja na wyltonienie odmian potencjalnie odpornych na STB. Wykazano, ze odmiana pszeniy
Flame posiada pojedynczy gen odpornosci na izolat TPO323. Odmiany europejskie i odmiany
pochodzace z krajowej listy opisowej COBORU wykazujace odporno$¢ na poziomie zblizonym do
odmiany Flame badz lepszym, mogg zosta¢ wytypowane jako te posiadajace gen odpornosci na STB,
Sth6. Mozliwe jest jednak rowniez, ze izolat IPO323 wchodzi w inerakcj¢ z innymi gemani
odpornosci, a wyr6znione w badaniach odmiany posiadaja wigcej niz jeden gen odpornosci.
Whioski
1. W przeprowadzonym do§wiadczeniu dla referencyjnej odmiany Flame zanotowano reakcje

niekompatybilng (odporno$ci) wskazujaca na interakcje genu Sth6 i komplementarnego genu

awirulencji izolatu IPO323 Septoria tritici.
2. Na podstawie reakcji odpornosci referencyjnej odmiany Flame, wyr6ézniono odmiany pochodzace

z krajowej listy opisowej COBORU i odmiany europejskie, ktore mogag posiada¢ gen Stb6.

3.4 Temat badawczy 4: Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez izolaty Septoria
tritici (test St-2), kontynuacja w roku 2016

Cel tematu badawczego 4

Celem tego tematu bylo zalozenie doswiadczenia dla okre$lenie reakcji fenotypowej
(odporny/podatny) 200 odmian/linii pszenicy ozimej na zakazenie izolatem S. tritici, co nastapi w
roku 2016. Cel tematu zostat osiggnigty.

Materialy i metody

Na potrzeby realizacji tematu, jesienia bierzacego roku zatozono doswiadczenie w uktadzie dwoch
losowanych blokéw (dwa powtdrzenia). Kazda odmiana/linia w danym powtorzeniu zostata wysiana
w jednym rzadku jedno-metrowym. Do badan wykorzystano zestaw 200 odmian/linii, ktory rowniez
zostal uzyty przy realizacji zadania w roku 2014 (test St-1 odpornosci na S. tritici).

Wyniki

Wyniki oceny reakcji fenotypowej zostang uzyskane w przysztym roku kalendarzowym.

Dyskusja

Na tym etapie realizacji tematu brak wynikow do dyskus;ji.

Whioski

Na tym etapie realizacji tematu brak wnioskow.



