Nr zadania:

4

SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2016 roku

1.Tytut zadania: Mapowanie asocjacyjne genéw odpornosci na rdze¢ brunatng (Puccinia triticina)
i septorioze paskowang lisci (Septoria tritici) w pszenicy
2. Kierownik zadania: Pawet Cz. Czembor, dr hab., prof. nadzw. IHAR-PIB
Zaktad Genetyki i Hodowli Roslin, IHAR-PIB, Radzikdw, 05-870 Blonie
tel. 22 7334555; e-mail: p.czembor@ihar.edu.pl

3. Cel zadania: Celem badan w roku 2016 byta ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej
przez kolejne izolaty P. triticina (w stadium siewki) oraz izolat S. tritici (w stadium ro$liny
dorostej). Co wigcej, odmiany pszenicy byly testowane pod wzgledem wystepowania
markerow molekularnych blisko sprzezonych z sze$cioma genami odpornosci: Lr26, Lr37,
Lr39, Lr47, Lr51 i Lr52,
3. 1. Temat badawczy 1: Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez izolaty Puccinia
triticina (test Pt-3)
Cel tematu badawczego 1
Celem tego tematu byto okreslenie reakcji fenotypowej (odporny/podatny) 200 odmian/linii pszenicy
ozimej na zakazenie sze$cioma izolatami P. triticina o zréznicowanej patogenicznosci. Cel tematu
zostal w pelni osiagnigty.
Materialy i metody
Materiat roslinny. Do badan w stadium siewki wykorzystano zestaw 200 odmian/linii:

¢ 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 (pomini¢to linie z genami
warunkujacymi odpornos¢ w stadium rosliny dorostej) i jest obecnie obowigzujacym zestawem
w badaniach migdzynarodowych.
Testy fitopatologiczne. Opisany wyzej zestaw odmian/linii (3-5 ziarniakow danego obiektu) zostat
wysiany do dwdch palet ogrodniczych. W warunkach kontrolowanych komory klimatycznej, siewki
w stadium drugiego liscia zakazano pojedynczym izolatem P. triticina (100mg uredinospor/100ml
wody) i pozostawiono do nastepnego dnia w warunkach catkowitej ciemnosci, w temperaturze 22°C
i wilgotnosci 95%. Nastgpnie siewki utrzymywanO0 w warunkach 16 godzin $wiatta/22°C oraz
8 godzin ciemnosci/18°C. Po 12-dniowej inkubacji, porazone siewki oceniano wg skali 0-4, gdzie typ
infekcji 0-2 wskazuje na odpornosé, a typ infekcji 3—4 wrazliwos¢. Do inokulacji wykorzystano szes¢
izolatdw P. triticina z wtasnej kolekcji, charakteryzujacych si¢ zréznicowanym spektrum wirulencji
(dane niepublikowane): 11_16/15, 10_14/15, 10_2/15, 9_4/15, Pt14-88-2, Pt13/10-78-2.
Wyniki
W wyniku inokulacji 83 odmian pszenicy ozimej pochodzacych z krajowej listy opisowej COBORU
szeScioma izolatami o zréznicowanej wirulancji zidentyfikowano 4 odmiany (Kredo, KWS Magic,
Pengar, Speedway) odporne na wszystkie izolaty. Sposrdd badanych odmian, 3 (Forum, Ostroga,
Rapsodia) byly odporne na 5 izolatow, a 42 inne odmiany wykazywaty odporno$¢ na 1-4 izolatow
P. triticina. Pozostale odmiany pochodzace z krajowej listy COBORU byly podatne na wszystkie
izolaty. Sposrod 79 odmian pochodzacych z réznych krajow europejskich, az 26 wykazato sig¢
odpornoscig na wszystkie testowane izolaty, a 7 odmian byto odpornych na 5 izolatow. Z kolei 35
odmian wykazato odpornos¢ na 1-4 izolatdw P. triticina. Pozostate 11 odmian bylo podatne na
wszystkie izolaty.
Wszystkie badane izolaty byly wirulentne w stosunku do genéw Lr3ka, Lr10, Lrlda, Lrl4b, Lrl8,
Lr30, Lr33, Lr38 (Kohn), LrB (Carina) oraz awirulentne w stosunku do Lr2a, Lr9, Lr19, Lr24, Lr28,
Lr29, Lr52. Dla pozostatych linii zestawu roznicujgcego przynajmniej jeden izolat dla jednej linii
wykazywal odmienng reakcj¢ fenotypowa w porownaniu do pozostalych izolatow. Dla kilku
kombinacji izolat-obiekt zaobserwowano mieszang reakcj¢ fenotypowa: 10 2/15/Bystra,
10 _14/15/Elipsa, Pt14-88-2/Elipsa, Pt13/10-78-2/Elipsa, 10 2/15/Garantus, Pt14-88-2/Kohelia,
Pt13/10-78-2/KWS Livius, Pt13/10-78-2/KWS Ozon.
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Dyskusja

Mebrate i in. (2008) w doswiadczeniach poswigconych postulowaniu genéw odpornosci na rdzg
brunatng wykorzystali 31 izolatow P. triticina, ktore pozwolity na identyfikacje 18 genow Lr u 36
odmian pszenicy. Przy tak duzej liczbie izolatow uzyskano duze spektrum wirulencji, mimo to u wielu
odmian pszenicy nie zidentyfikowano genow, gdyz wszystkie zastosowane izolaty byly w stosunku do
nich wirulentne. To doswiadczenie obrazuje, jak duzg liczbe izolatow nalezy przebadaé, aby uzyskac
wystarczajgco szerokie spektrum wirulencji umozliwiajgce identyfikacje genéw Lr w wielu polskich
i europejskich odmianach pszenicy. Martinez i in. (2007) wykorzystujagc jedynie 12 izolatow
P. triticina zidentyfikowali geny odpornosci na rdz¢ brunatng u 15 sposrod 28 testowanych odmian
pszenicy. Z kolei Hysing i in. (2006) wykorzystali 12 izolatdw w celu identyfikacji genéw odpornosci
Lr w 84 europejskich odmianach pszenicy. Badacze zidentyfikowali 9 znanych genéw odpornosci,
przy czym dla 47 odmian opisano co najmniej jeden gen odpornosci na P. triticina. Jednak tylko jedna
odmiana byta odporna na wszystkie badane izolaty.

Jak dotad w niniejszej pracy przetestowanych zostato 18 izolatow P. triticina, co pozwolito
wytoni¢ szerokie spektrum wirulencji, umozliwiajace zréznicowac fenotypowo wiekszo$¢ linii
bliskoizogenicznych odmiany Thatcher.

Whioski

1. Stwierdzono umiarkowane zréznicowanie genetyczne odmian z krajowego rejestru opisowego
odmian COBORU.

2. Wsrdéd odmian zagranicznych zaobserwowano wigksze zrdznicowanie genetyczne i wigcej
efektywnych gendéw odpornosci w poréwnaniu do odmian z krajowego rejestru odmian.

3. Testowane izolaty pozwolily na zréznicowanie reakcji fenotypowej wiekszosci linii zestawu
TcNILs, ale byty one awirulentne w stosunku do gendw Lr: 2a, 9, 19, 24, 28, 29, 52.

3. 2. Temat badawczy 2: Testowanie specyficznych markeréw PCR dla wybranych gendw Lr.
Cel tematu badawczego 2
Celem tego tematu bylo okreslenic wystepowania markerow molekularnych blisko sprzezonych
z wybranymi genami Lr w zestawie odmian/linii pszenicy ozimej badanych w temacie badawczym 1.
Cel tematu zostat w petni osiagnigty.
Materialy i metody
Do analiz molekularnych wykorzystano zestaw 195 genotypéw pszenicy. Siewki wybranych
odmian/linii postuzyly 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 zautomatyzowana stacjg roboczg Freedom Evo (Tecan
Group Ltd., Seestrasse 103, CH-8708 Mannedorf, Szwajcaria). Wyizolowane DNA zostato
wykorzystane do okreslenia wystgpowania markerow molekularnych blisko sprzezonych z szeScioma
genami odpornosci: Lr26, Lr37, Lr39, Lr47, Lr51 i Lr52. Specyficzne markery molekularne
amplifikowano w reakcji PCR zgodnie z warunkami podanymi w publikacjach zrodlowych
z niewielkimi modyfikacjami: calkowita objetos¢ reakcji 10ul, 60ng DNA, 1U Taq polimerazy
(Fermentas GmbH, Niemcy), 1XPCR bufor z domieszka (NH,4),SO, (Fermentas), 2,5 mM MgCl,
(Fermentas), 200uM kazdego z deoksynukleotydow (Fermentas) oraz po 0,5 uM kazdego z pary
starterow. Produkty PCR byty rozdzielane 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 z¢bow)
zgodnie z zaleceniem producenta (Web Scientific Ltd., W. Brytania).
Wyniki
Linie bliskoizogeniczne TcNILs zawierajace znane geny odpornosci Lr postuzyly jako wzorce do
poréwnan dla badanych odmian krajowych i zagranicznych. Gen Lr26 identyfikowano na podstawie
obecnosci produktow amplifikacji markera SCAR [B267. Sposréd testowanych odmian,
5 pochodzacych z krajowej listy opisowej COBORU oraz 5 odmian europejskich posiadato
wspomniany gen odporno$ci. Ponadto, wérdd linii roznicujacych zestawu Tc-NILs, wspomniany
marker wystepowal tylko w TcNIL-Lr26. Do identyfikacji genu Lr37 wykorzystano dwa markery
PCR, Ventriup/LN2 oraz URIC/LN2. Jedynie w przypadku obecnosci produktéw PCR obydwu
markerow jednocze$nie wnioskowano o obecno$ci genu Lr37 w badanej odmianie. Gen Lr37
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zidentyfikowano w 32 odmianach pochodzacych z krajowej listy COBORU i 24 odmianach
europejskich. W przypadku genu Lr39 jego obecnos¢ zostata potwierdzona markerem SSR gwm296
dla 7 odmian z listy COBORU oraz 6 odmian europejskich. Przy uzyciu markera PS10R/L
przeprowadzono analizy w celu identyfikacji genu Lr47. Gen zostal oznaczony tylko w linii TCNIL-
Lr47 zestawu roznicujgcego. Marker S30-13L/AGA7-759 umozliwil identyfikacje genu Lr51
u odmiany Meister pochodzacej z listy opisowej COBORU. Natomiast marker wykorzystany do
identyfikacji genu Lr52 okazat si¢ niespecyficzny, gdyz produkty jego amplifikacji zidentyfikowano
w kilku liniach zestawu roznicujacego TeNILs: TeNIL-Lr15, TcNIL-Lr26, TcNIL-Lr39, TcNIL-Lr46,
TcNIL-Lr47, TcNIL-LrB (PI), TcNIL-Lr52. W zwiagzku z tym marker nie byt testowany na odmianach
pszenicy.

Dyskusja
Wykorzystane w badaniach markery molekularne postuzyty do identyfikacji 6 gendéw odpornosci Lr
na P. triticinia. Wykorzystany do identyfikacji genu Lr26 marker IB267 zostal zaprojektowany w
badaniach z wykorzystaniem linii pszenicy z translokacja chromosomu zyta 1RS, ktory zawiera kilka
waznych gendéw odpornosci na rdze: Lr26, Sr3l, Yr9. Gen Lr26 jest identyfikowany w wielu
odmianach pszenicy zwierajacych translokacje 1RS-1BL. Roéwniez w niniejszej pracy w/w gen zostat
zidentyfikowany zaréwno w odmianach zarejestrowanych w Polsce, jak i w innych krajach
europejskich. Gen Lr37 nalezy do kompleksu genow Lr37-Yr18-Sr38, znajdujacego si¢ w translokacji
2NS-2AS. W celu jego identyfikacji wykorzystano 2 markery, ktore umozliwity lokalizacj¢ Lr37 w 32
odmianach pochodzacych z krajowej listy opisowej COBORU i w 24 odmianach europejskich.
Whyniki innych praca wskazuja na identyfikacje¢ Lr37 w odmianach pszenicy zarejestrowanych m.in.
w Wielkiej Brytanii, Czechach, Francji oraz Polsce. Identyfikacja genu Lr39 zostata przeprowadzona
przy uzyciu specyficznego markera SSR gwm296. Gen Lr39 podobnie jak kilka innych, zostal
wprowadzony do pszenicy zwyczajnej z Aegilops tauschii i jest zlokalizowany na chromosomie 2DS.
Pietrusinska i in. (2011, 2013) wykorzystali marker gwm296 do selekcji roslin posiadajgcych Lr39
w celu piramidowania genow odpornosci. W naszej pracy w/w marker byt przydany w identyfikacji
kilku odmian pochodzacych z polskiej listy oraz kilku odmian europejskich. Wysoce specyficzny
marker PSIOR/L zostal wykorzystany do typowania genu Lr47. Zadna z badanych odmian nie
posiadata wspomnianego genu, jednak sposrod zestawu linii bliskoizogenicznych tylko linia TcNIL-
Lr47 posiadata ten gen, co potwierdza jego specyficznos¢. Marker PS10R/L jest cennym narzedziem
w selekcji odmian wspomaganej markerami, co znacznie skraca czas i utatwia identyfikacje genow
odpornosci. W przeprowadzonych przez nas analizach gen Lr51 zostat zidentyfikowany jedynie
w jednej odmianie pochodzacej z krajowej listy opisowej COBORU - Meister. Opracowanie
markeréw molekularnych dla genu Lr51 utatwito taczenie kilku genéw odpornosci na rdzg¢ brunatng.
W przypadku genu Lr52 jego identyfikacja w odmianach pszenicy okazata si¢ nieskuteczna. Marker
STS wykorzystany do selekcji w/w genu byt niespecyficzny, co uniemozliwilo dalsze analizy.
Podobnie jak w pracy Serfling i in. (2011) produkt amplifikacji TXW200 byt identyfikowany nie tylko
w linii TcNIL-Lr52, ale réwniez w liniach, ktore posiadaja inne geny L.
Whioski
1. Potwierdzono przydatnosc markerow molekularnych do identyfikacji genow odpornosci Lr26,
Lr37, Lr39, Lr47 i Lr51.
2. Wéréd badanych 150 odmian pszenicy ozimej geny Lr26, Lr37, Lr39 i Lr51 wykryto
odpowiednio dla 10, 56, 13 i jednej odmiany.
3. Gen Lr47 nie zostal wykryty w zadnej odmianie (tylko w linii zestawu réznicujacego TcNIL-
Lr47).
4. Marker uzyty do detekcji genu Lr52 byt niespecyficzny.

3. 3. Temat badawczy 3: Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez izolaty Septoria
tritici (test St-2)
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 w petni osiggniety.
Materialy i metody
Na potrzeby realizacji tematu, jesienia 2015 roku zatozono do$wiadczenie w ukltadzie dwoch
losowanych blokéw (dwa powtorzenia). Kazda odmiana/linia w danym powtorzeniu zostata wysiana
w jednym rzadku jedno-metrowym. Do badan wykorzystano zestaw 200 odmian/linii:

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

¢ 92 odmiany zarejestrowane w innych krajach europejskich
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e 25 odmian/linii réznicujacych reakcj¢ odpornosciowa na zakazanie S. tritici.
Na poczatku roku 2016 roku okazalo si¢ niestety, ze wysiane doswiadczenie wymarzito. W zwigzku
z tym wszystkie odmiany zostaty wysiane do palet ogrodniczych, poddane jarowizacji w warunkach
kontrolowanych (8 tygodni) i wiosng wysadzono je do tunelu w uktadzie dwoch powtorzen. W roku
biezacym (2016) przeprowadzono oceng reakcji fenotypowej 200 odmian/linii pszenicy ozimej na
zakazenie izolatem S. tritici IPO88004. Rosliny z rozwinietym w pehni lisciem flagowym zakazano
zawiesing zarodnikéw o stezeniu 15x10%ml. Po okoto 21 dniach od inokulacji oceniano 8-10 lisci
flagowych kazdego obiektu pod wzglgdem procentu powierzchni liscia pokrytego nekroza oraz
owocnikami grzyba (piknidiami). Precyzyjne okreslenie parametrow chorobowych wykonane zostato
przy uzyciu komputerowej analizy obrazu porazonych lisci (WinCam 2010, Regent Instruments Inc.,
Kanada). W celu wyr6znienia odmian charakteryzujacych si¢ podobng reakcja fenotypows
zastosowano analiz¢ skupien aglomeracyjnego grupowania hierarchicznego (ang. agglomerative
hierarchical clustering, AHC) przy uzyciu algorytmu UPGA (ang. unweighted pair-group average)
(program komputerowy XLSTAT).
Wyniki
Ocena stopnia porazenia liSci przez zastosowanie komputerowej analizy obrazu pozwolila na
uzyskanie bardzo precyzyjnych i miarodajnych wynikdw. Przy zastosowaniu analizy skupien - AHC,
na podstawie danych dotyczacych procentu pokrycia lisci nekroza i piknidiami, wykonano grupowanie
odmian wykazujacych podobny poziom reakcji. Analiza podzielita odmiany na 6 klas. Do pierwszej
klasy zostato przyporzadkowanych 132 odmiany, gdzie sredni poziom pokrycia li§ci nekroza wynosit
18,7% (min. 1,1%, max. 42,5%), a sredni poziom pokrycia li§ci piknidiami wyniost 8,0% (min. 0,4%,
max. 21,7%) . Kolejna pod wzgledem liczebnosci przypisanych do niej odmian byla klasa druga, 45
odmian. Tu $rednie pokrycie lisci nekroza wynosito 38,3% (min. 28,0%, max. 53,8%), a piknidiami
26,7% (min. 14,5%, max. 40,1%). W trzeciej klasie znalazly sie¢ tylko 3 odmiany. Byta to klasa
charakteryzujaca si¢ najwyzszym poziomem pokrycia lisci zar6wno nekroza (Srednio 92,6%), jak
i piknidiami ($rednio 68,4%). W klasie czwartej odnotowano 18 odmian, przy srednim pokryciu lisci
nekroza 60,3% (min. 49,9%, max. 76,5%) oraz piknidiami 43,2% (min. 32,7%, max. 58,4%). Dwie
odmiany zdecydowanie odrdzniaty si¢ od czterech pozostatych klas i zostaty zaklasyfikowane jako
dwie oddzielne klasy. Zobrazowaniem podziatu roslin na klasy jest wykony dendrogram.
Dyskusja
Septorioza paskowana lisci pszenicy (Septoria tritici blotch, STB) wywotywana jest przez patogena
Mycosphaerella graminicola, stadium niedoskonate Zymoseptoria tritici (Syn. Septoria tritici). STB
jest wazng chorobg we wszystkich rejonach uprawy pszenicy, gdyz jest zaliczana do najbardziej
szkodliwych chorob lisci pszenicy. Kazdego roku powoduje znaczne straty plonu ziarna si¢gajgce 30-
40%. W ostatniej dekadzie polozono ogromny nacisk na hodowlg odmian odpornych. W celu lepszego
wykorzystania genow odpornosci w programach hodowlanych, konieczna jest znajomos$¢ ich
wystepowania w obecnie uprawianych odmianach. Czembor i in. (2011) w przeprowadzonych
badaniach okreslili spektrum wirulensji 23 izolatow S. tritici na zestaw odmian posiadajacych znane
geny odpornosci. Wérod badanych izolatoéw IPO88004 byt awirulentny do odmian: Veranopolis
(Sth2), Cs Synthetic (6x)7D (Stb5), Flame (Stb6) i Arina (Stbl5, Stb6). Natomiast dla odmian
Bulgaria88 (Stbl), Israel493 (Stb3) i Estanzuela Federal (Stb7) zaobserwowano reakcje¢ skrajnej
podatnosci. W zwiazku z tym mozna przypuszczaé, ze wsrod badanych odmian o skrajnej podatnosci
nalezgcych do klasy 3 i 4 brak jest genéw odporno$ci Sth1, Stb3 i Stb7. Natomiast, wskazanie gendéw
odpornosci, ktore warunkujg reakcje odpornosci dla odmian w pozostatych klasach jest trudna w tej
chwili do okreslenia i potrzebuje wsparcia badan wystepowania asocjacji odpornosé-marker
molekularny, ktore beda prowadzone w nastepnym roku realizacji tematu. Pochodzacy z Etiopii izolat
IPO88004 byt rowniez stosowany w badaniach Chartrain i in. (2004) w celu pozyskania nowych
zrodet odpornosci na STB. Z kolei Arraiano i in. (2006) wykorzystywali wspomniany izolat podczas
identyfikacji odpornosci na STB w 238 europejskich odmianach pszenicy.
Whioski
1. W przeprowadzonych analizach zanotowano podzial odmian pszenicy na cztery gtowne klasy

znaczaco roznigcee si¢ migdzy sobg stopniem porazenia lisci.
2. Odmiany nalezace do pierwszej klasy charakteryzuja si¢ niskim procentem pokrycia lisci nekroza

($rednio 18,7%) i piknidiami ($rednio 8,0%), co $wiadczy o ich odpornosci na izolat IPO88004.
3.4 Temat badawczy 4: Ocena porazenia odmian/linii pszenicy ozimej przez izolaty Septoria
tritici (test St-3), kontynuacja w roku 2017
Cel tematu badawczego 4



Celem tego tematu bylo zalozenie doswiadczenia dla okreslenia reakcji fenotypowej
(odporny/podatny) 200 odmian/linii pszenicy ozimej na zakazenie izolatem S. tritici, co nastgpi
w roku 2017. Cel tematu zostal w pelni osiagniety.

Materialy i metody

Na potrzeby realizacji tematu, jesienig biezgcego 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, ktéry rowniez
zostal uzyty przy realizacji zadania w latach poprzednich (test St-1 i St-2 odporno$ci na S. tritici).
Wyniki

Wyniki oceny reakcji fenotypowej zostang uzyskane w przysztym roku kalendarzowym.
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