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SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE
z realizacji zadania na rzecz postępu biologicznego w produkcji roślinnej w 2021 roku


A. INFORMACJE OGÓLNE 
	Tytuł zadania: Rdza żółta (Puccinia striiformis f. sp. tritici): struktura populacji grzyba, identyfikacja loci odporności w pszenicy zwyczajnej, pszenicy durum i pszenżycie oraz wprowadzenie efektywnych genów odporności do materiałów hodowlanych

	Numer zadania: 7 (w załączniku nr 8 do rozporządzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek dotacji przedmiotowych dla różnych podmiotów wykonujących zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz. 1170. z późn. zmianami)


	Numer zadania w planach IHAR-PIB: 3-1-00-3-02

	Planowany okres realizacji zadania: 2021 r.

	Planowane nakłady w zł: 461 500 zł
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	Imię i nazwisko osoby reprezentującej jednostkę badawczą, (tytuł lub stopień naukowy, stanowisko, nazwa i adres jednostki badawczej, telefon, fax)
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	Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin -PIB, Zakład Genetyki i Hodowli Roślin
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	imię i nazwisko
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	miejsce zatrudnienia

	Dariusz Mańkowski 
	dr hab., prof. Instytutu
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	Urszula Piechota
	dr
	IHAR-PIB, Zakład Genetyki i Hodowli Roślin

	Grzegorz Czajowski
	dr
	IHAR-PIB, Zakład Genetyki i Hodowli Roślin

	Dominika Piaskowska
	mgr
	IHAR-PIB, Zakład Genetyki i Hodowli Roślin

	Magdalena Radecka-Janusik
	dr inż.
	IHAR-PIB, Zakład Genetyki i Hodowli Roślin

	Piotr Słowacki
	mgr inż.
	IHAR-PIB, Zakład Genetyki i Hodowli Roślin



2. Kierownik zadania: 
	Paweł Cz. Czembor, dr hab., prof. Instytutu
Zakład Genetyki i Hodowli Roślin, IHAR-PIB, Radzików, 05-870 Błonie
tel. 22 7334555; e-mail: p.czembor@ihar.edu.pl
tel. sekretariat IHAR-PIB 22 7334502

Osoba do kontaktu w razie nieobecności kierownika zadania:
Urszula Piechota, dr, adiunkt
Zakład Genetyki i Hodowli Roślin, IHAR-PIB, Radzików, 05-870 Błonie
tel. 22 7334554; e-mail: u.piechota@ihar.edu.pl

D. OPIS ZADANIA
1.  Cele zadania
	Lp.
	Cel
	Czy cel został zrealizowany (tak/nie[footnoteRef:1]/częściowo1) [1:  Jeśli dotyczy – proszę opisać pod tabelą, w jakim stopniu cel został osiągnięty i podać przyczyny ] 


	1
	Analiza struktury populacji (w tym zdolności chorobotwórczych) grzyba P. striiformis f. sp. tritici (sprawcy rdzy żółtej zbóż i traw) na pszenżycie, pszenicy zwyczajnej i durum.
	CZĘŚCIOWO

	2
	Identyfikacja genów odporności Yr na rdzę żółtą w kolekcji odmian i linii pszenżyta, pszenicy zwyczajnej i durum.
	CZĘŚCIOWO

	3
	Wprowadzenie efektywnych loci odporności na Pst do materiałów hodowlanych pszenżyta, pszenicy zwyczajnej i durum metodą krzyżowań wspomaganych markerami molekularnymi.
	CZĘŚCIOWO



[bookmark: _Hlk89425636]	Ponieważ HR Smolice Spółka z o. o., Grupa IHAR wycofała się z udziału w pracach związanych z pszenicą durum w projekcie, spowodowało to zmniejszenie ilości badanych materiałów (roślin, odmian lub izolatów grzyba) i wykonania merytorycznego planowanego zakresu prac w wymienionych powyżej celach szczegółowych (1-3).
[bookmark: _Hlk89172095]Cel 1 pod względem merytorycznym (zakresu planowanych prac) został wykonay w 90%. Ze względu na powierzchnię uprawy i ważność gospodarczą próbki Pst (rdzy żółtej) zbierane z pszenicy zwyczajnej i pszenżyta stanowią ok. 90%, a udział próbek Pst z pszenicy durum stanowi nie więcej niż 10%. W związku z tym, pierwotna liczba analizowanych próbek została pomniejszona o ok. 10%.
Cel 2 pod względem merytorycznym (zakresu planowanych prac) został wykonay w 75%. Pierwotna liczba odmian/linii pszenżyta, pszenicy zwyczajnej i durum, dla których planowano założenie doświadczeń polowych lub testowanie pod względem odporności na rdzę żółtą w stadium siewki wynosiła co najmniej 376 obiektów. Wycofanie materiałów pszenicy durum z dalszych badań spowodowało zmniejszenie o 25% całkowitej liczby obiektów w przeprowadzonych pracach badawczych.
Cel 3 pod względem merytorycznym (zakresu planowanych prac) został wykonay w 80%. W ramach realizacji tego celu zaplanowano krzyżowania roślin oraz badanie polimorfizmu DNA potencjalnych form rodzicielskich. Analizy DNA zostały w pełni wykonane, natomiast z zaplanowanych trzech kombinacji krzyżówkowych, wykonano:
- wykonano kombinację krzyżówkową pszenicy zwyczajnej (DANKO HR);
- wykonano kombinację krzyżówkową pszenżyta (DANKO HR);
- nie wykonano kombinacji krzyżówkowej dla pszenicy durum (HR Smolice) z powodu wycofania się zleceniobiorcy (usługi badawczej) z programu hodowli pszenicy durum.

2. Harmonogram realizacji zadania
	Lp.
	Nazwa tematu badawczego 
	Termin rozpoczęcia – zakończenia realizacji tematu badawczego w miesiącach od rozpoczęcia realizacji zadania
	Przewidywane koszty realizacji tematu
badawczego

	1
	Analiza patogeniczności P. striiformis f. sp. tritici sprawcy rdzy żółtej zbóż i traw
	01 - 12
	86 200

	2
	Marker Assisted Backcrossing ‒ badanie polimorfizmu DNA form rodzicielskich, krzyżowania, uzyskanie pokolenia F1 i F1BC1
	01 - 12
	122 700

	3
	Mapowanie Asoscjacyjne: genotypowanie i fenotypowanie odporności na Pst dla pszenicy zwyczajnej, durum i pszenżyta w stadium siewki i rośliny dorosłej
	01 - 12
	252 600

	Razem
	461 500




3. Opis tematów badawczych 

3. 1. Temat badawczy 1: Analiza patogeniczności P. striiformis f. sp. tritici sprawcy rdzy żółtej zbóż i traw

Cel tematu badawczego
Celem tematu badawczego 1 była analiza wirulencji oraz określenie profilu molekularnego izolatów P. striiformis f. sp. tritici wyprowadzonych z próbek porażonych liści zebranych w roku 2021 w różnych lokalizacjach w Polsce.
Cel został osiągnięty w 90%. Ze względu na powierzchnię uprawy i ważność gospodarczą próbki Pst (rdzy żółtej) zbierane z pszenicy zwyczajnej i pszenżyta stanowią ok. 90%, a udział próbek Pst z pszenicy durum stanowi nie więcej niż 10%. W związku z tym, pierwotna liczba analizowanych próbek została pomniejszona o ok. 10%.

Materiały i metody

· Izolaty Puccinia striiformis
W tamcie wykorzystano 45 izolatów Puccinia stiiformis f.sp. tritici (Pst) wyprowadzonych z prób porażonych liści i kłosów. Próby pozyskano z sześciu miejscowości (Radzików, Kobierzyce, Modzurów, Choryń, Małyszyn i Strzelce) z następujących gatunków: pszenicy zwyczajnej – 18 izolatów, pszenicy orkisz - 3, pszenicy durum – 1, żyta – 7, pszenżyta – 16.
· Analiza molekularna izolatów Puccinia striiformis
W celu prowadzenia analiz molekularnych wyizolowano DNA z badanych 45 izolatów Pst za pomocą zestawu Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Group) zgodnie z procedurą producenta. Analizę profili SSR prowadzono w reakcji muliplex-PCR z wykorzystaniem zestawu starterów znakowanych fluorescencyjnie dla 19 loci: RJN13, RJ2N, WU-6, RJ10N, RJ20, RJN8, WU-12, RJN3, RJO21, RJN12, RJO27, RJO24, RJ18, RJN11, RJO4, RJ5N, RJ4N, RJN6, RJ9N (Ali i in. 2011). Produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie (sekwenator kapilarny ABI 3130XL) i analizowano z wykorzystaniem programu GeneMarker 3.0 (SoftGenetics). Przypisanie izolatów do ras dokonano za pomocą przyrównania do profili izolatów referencyjnych z wykorzystaniem metody odległości euklidesowej i grupowania Warda (Ward 1963) w programie R.
Analizę molekularną badanych izolatów prowadzono według procedury MARPLE (Mobile And Real-time PLant disEase; Radhakrishnan i in. 2019), czyli sekwencjonowania celowanego specyficznych miejsc genomu Pst. W tym celu prowadzono reakcje multiplex-PCR z wykorzystaniem 395 par starterów (Sounders D., John Innes Centre, W. Brytania; dane niepublikowane). Mieszaniny poreakcyjne oczyszczano z wykorzystaniem kulek paramagnetycznych (KAPA Pure Beads, Roche) i kwantyfikowano fluorymetrycznie z wykorzystaniem fluorymetru (Qubit 3, Invitrogen) według procedury producenta. Przygotowano biblioteki do sekwencjonowania z wykorzystaniem zestawów Rapid Barcoding Kit i Rapid Sequencing Kit (Oxford Nanopore Technologies, W. Brytania) zgodnie z procedurą producenta. Sekwencjonowanie prowadzono na platformie MinION (Oxford Nanopore Technologies, W. Brytania).  Odczytanie sekwencji i wstępną analizę czystości i jakości uzyskanych danych prowadzono w programie MinKNOW (Oxford Nanopore Oxford Nanopore Technologies, W. Brytania). Analizy zmienności pomiędzy badanymi izolatami Pst oraz przypisanie ich do grup genetycznych prowadzono w dedykowanym skrypcie MARPLE w środowisku Python (Radhakrishnan i in. 2019).
· Analiza wirulencji izolatów Puccinia striiformis
Analizę wirulencji wykonano dla 28 izolatów Pst. W tym celu w warunkach kontrolowanych komory klimatycznej wysiano standardowy zestaw różnicujący 20 odmian/linii zawierających znane geny odporności Yr zgodnie z metodyką opisaną przez Hovmøller (2007). Rośliny były inokulowane w stadium drugiego liścia zawiesiną zarodników Pst (50mg/10ml wody) przy użyciu atomizera. Po zakażaniu rośliny pozostawiono na 24 godz. w ciemności w temperaturze 8°C i wilgotności względnej 100% . Po około 16 dniach od inokulacji oceniano typ reakcji pierwszego i drugiego liścia wg. skali 0–9 (McNeal 1971), gdzie 0–4 odpowiada reakcji odporności, 5–6 pośredniej, natomiast 7–9 podatnej.

Wyniki

· Identyfikacja linii genetycznych i ras izolatów Pst
Przeprowadzone analizy SSR ujawniły występnowanie 51 alleli w 19 analizowanych loci. Sekwencjonowanie celowane (platforma MinION) pozwoliło uzyskać przynajmniej 100 000 odczytów na próbę a wygenerowane sekwencje były dobrej jakości (mediana parametru QC>10) (Rysunek 1).













Rysunek 1. Analiza jakości danych sekwencyjnych DNA Pst uzyskanych na platformie MinION i programie MinKNOW. A) Wykres parametru jakości QC w czasie prowadzenia sekwencjonowania. B) Kumulatywny wykres ilości otrzymanych odczytów w czasie przebiegu sekwencjonowania.A
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Na podstawie analiz molekularnych przypisano badane izolaty do linii genetycznych. Wykazano, że 32 izolatów należy do linii genetycznej PstS13, dziewięć izolatów – PstS10, jeden izolat – PstS8 oraz jeden izolat – PstS7. Dwa spośród badanych izolatów były niejednorodne genetycznie (Rysunek 2). Wyniki typowania ras badanych izolatów uzyskane na podstawie testów fitopatologicznych były spójne z typowaniem na podstawie wyników analiz molekularnych (Tabela 1).

[image: ]
Rysunek 2. Dendrogram wyznaczony na podstawie profili SSR 69 izolatów Puccinia striiformis (w tym 24 izolatów referencyjnych dla różnych ras) za pomocą odległości euklidesowej i grupowania Warda. Poszczególne kolory wskazują na przynależność do ras.


Tabela 1. Pochodzenie badanych izolatów Pucinia striiformis, gospodarz z którego pobrano próbę i przypisanie do linii genetycznych na podstawie analiz molekularnych oraz ras na podstawie testów fitopatologicznych .

	Lp.
	Izolat
	Pochodzenie
	Gospodarz
	Linia genetyczna
	Rasa (test fitopatologiczny)

	1
	PST21TscRa22_1
	Radzików
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	2
	PST21TscRa24_2
	Radzików
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	3
	PST21TscRa26_3
	Radzików
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	4
	PST21DWRa27_4
	Radzików
	pszenica durum
	PstS13
	Nb.1

	5
	PST21SpWRa32_5
	Radzików
	pszenica orkisz
	PstS13
	Nb.

	6
	PST21SpWRa33_6
	Radzików
	pszenica orkisz
	PstS13
	Nb.

	7
	PST21SpWRa41_7
	Radzików
	pszenica orkisz
	PstS13
	Nb.

	8
	PST21WWRa45_8
	Radzików
	pszenica
	PstS13
	PstS13

	9
	PST21RRa49_9
	Radzików
	żyto
	PstS13
	Nb.

	10
	PST21RRa50_10
	Radzików
	żyto
	PstS13
	Nb.

	11
	PST21RRa51_11
	Radzików
	żyto
	PstS13
	Nb.

	12
	PST21RRa57_12
	Radzików
	żyto
	PstS13
	Nb.

	13
	PST21WWRa64_13
	Radzików
	pszenica
	PstS13
	PstS13

	14
	PST21WWRa66_14
	Radzików
	pszenica
	PstS13
	PstS13

	15
	PST21WWRa77_15
	Radzików
	pszenica
	PstS8
	PstS8

	16
	PST21WTscRa82_16
	Radzików
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	17
	PST21WTscRa86_17
	Radzików
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	18
	PST21WTscRa93_18
	Radzików
	pszenżyto
	PstS13
	Nb.

	19
	PST21WTscRa95_19
	Radzików
	pszenżyto
	PstS13
	Nb.

	20
	PST21WWKob97_20
	Kobierzyce
	pszenica
	PstS13
	Nb.

	21
	PST21WWKob99_21
	Kobierzyce
	pszenica
	PstS10
	PstS10

	22
	PST21WWKob102_22
	Kobierzyce
	pszenica
	PstS7
	PstS7

	23
	PST21WWKob108_23
	Kobierzyce
	pszenica
	PstS10
	PstS10

	24
	PST21WWKob110_24
	Kobierzyce
	pszenica
	niejednorodny
	Nb.

	25
	PST21WWMo115_25
	Modzurów
	pszenica
	PstS10
	PstS10

	26
	PST21WWMo116_26
	Modzurów
	pszenica
	PstS10
	PstS10

	27
	PST21WTscMo118_27
	Modzurów
	pszenżyto
	PstS13
	Nb.

	28
	PST21WWCh133_28
	Choryń
	pszenica
	PstS10
	PstS10

	29
	PST21WWCh136_29
	Choryń
	pszenica
	PstS10
	PstS10

	30
	PST21WTscCh142_30
	Choryń
	pszenżyto
	niejednorodny
	Nb.

	31
	PST21WTscCh143_31
	Choryń
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	32
	PST21WTscMa148_32
	Małyszyn
	pszenżyto
	PstS10
	PstS10

	32
	PST21WTscMa149_32
	Małyszyn
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	33
	PST21WWMa150_33
	Małyszyn
	pszenica
	PstS13
	PstS13

	34
	PST21WWMa153_34
	Małyszyn
	pszenica
	PstS13
	PstS13

	35
	PST21WTscMa156_35
	Małyszyn
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	36
	PST21WTscMa157_36
	Małyszyn
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	37
	PST21WTscMa161_37
	Małyszyn
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	38
	PST21WTscMa165_38
	Małyszyn
	pszenżyto
	PstS13
	PstS13

	39
	PST21WWSt169_39
	Strzelce
	pszenica
	PstS13
	PstS13

	41
	PST21WWSt171_41
	Strzelce
	pszenica
	PstS10
	PstS10

	42
	PST21WWSt173_42
	Strzelce
	pszenica
	PstS10
	PstS10

	43
	PST21RCh181_43
	Choryń
	żyto
	PstS13
	Nb.

	44
	PST21RCh182_44
	Choryń
	żyto
	PstS13
	Nb.

	45
	PST21RCh183_45
	Choryń
	żyto
	PstS13
	Nb.


1) nie badano.

Dyskusja

	Wykonane analizy molekularne i fitopatologiczne pozwoliły zidentyfikować rasy występujące na terenie Polski. Identyfikacja ras za pomocą analiz molekularnych była wysoce skuteczna. Uzyskano jednoznaczny wynik przypisania do rasy w przypadku 43 izolatów spośród 45 badanych. Dodatkowo wyniki typowania uzyskane na drodze molekularnej i fitopatologicznej były ze sobą w 100% zgodne. 
	Populacja patogenu występująca w 2021 r. na terenie Polski była niejednorodna genetycznie i w dużej mierze zależna od gatunku gospodarza. Pośród zebranych prób zidentyfikowano przynajmniej cztery rasy (PstS13, PstS10, PstS7 oraz PstS8). W strukturze populacji dominowała rasa PstS13 o zwyczajowej nazwie Triticale2015 (74% izolatów), która pochodzi z pszenżyta. Większość izolatów pobranych z pszenżyta (14 izolatów spośród 15) oraz wszystkie izolaty z żyta przypisano do tej rasy. Natomiast izolaty pobrane z pszenicy reprezentowały wszystkie zidentyfikowane rasy. 
	Przewaga udziału rasy PstS13 występowała w poprzednich latach na terenie Polski (GRRC 2021). Duży jej udział obserwowano również na terenie Włoch. Struktura genetyczna polskiej populacji Pst odbiega od tych występujących w krajach sąsiadujących (GRRC 2021). Przyczyną tego stanu może być odmienna proporcja w urawie pszenicy i pszenżyta oraz różne uprawiane odmiany niosące odmienne geny odporności na rdzę żółtą. Struktura odmian uprawianych lokalnie wpływa na selekcję ras w strukturze populacji loklanej patogenu. Miarą zagrożenia plantacji zbóż ze strony patogenu może być częstość i szybkość rozprzestrzeniania się nowych ras grzyba. Z tego powodu monitoring populacji patogenu oraz wiedza o jej strukturze genetycznej jest bardzo istotna z punktu widzenia ochrony upraw i hodowli odpornościowej (Hovmøller i in. 2016).

 
Wnioski
1. Populacja Pst występująca na terenie Polski nie jest jednorodna.
2. Rasą dominującą w Polsce w 2021 r. była PstS13, która pochodzi z pszenżyta.
3. Techniki identyfikacji molekularnej ras Pst wsparte typowaniem na podstawie testów fitopatologicznych są wysoce skuteczne i wiarygodne.

Mierniki dla tematu badawczego 1:
	Lp.
	miernik
	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	1.1
	Analiza wirulencji izolatów P. striiformis f. sp. tritici
	co najmniej 30 izolatów
	28 izolatów

	1.2.
	Analiza molekularna (genotypowanie) izolatów P. striiformis f. sp. tritici
	co najmniej 48 izolatów
	45 izolatów




[bookmark: _Hlk90206927]3.2 Temat  badawczy 2: Marker Assisted Backcrossing (MAB) ‒ badanie polimorfizmu DNA form rodzicielskich, krzyżowania, uzyskanie pokolenia F1 i F1BC1

Cel tematu badawczego 2
Celem temantu badawczego jest wprowadzenie efektywnych loci odporności na Pst do materiałów hodowlanych pszenicy i pszenżyta metodą krzyżowań wspomaganych markerami molekularnymi.
Cel został zrealizowany w 80%. W ramach realizacji tego celu zaplanowano krzyżowania roślin oraz badanie polimorfizmu DNA potencjalnych form rodzicielskich. Analizy DNA zostały w pełni wykonane, natomiast z zaplanowanych trzech kombinacji krzyżówkowych, wykonano:
[bookmark: _Hlk89426791]- wykonano kombinację krzyżówkową pszenicy zwyczajnej (DANKO HR);
- wykonano kombinację krzyżówkową pszenżyta (DANKO HR);
- nie wykonano kombinacji krzyżówkowej dla pszenicy durum (HR Smolice) z powodu wycofania się zleceniobiorcy (usługi badawczej) z programu hodowli pszenicy durum.
 
Materiały i metody

· Badanie polimorfizmu DNA form rodzicielskich
Do badań polimorfizmu DNA użyto DNA wyizolowanego metodą CTAB (Murray i Thompson 1980) z liści 59 genotypów, w tym po 17 genotypów pszenicy zwyczajnej i pszenicy durum oraz 25 - pszenżyta (Tabela 2). Uzyskane ekstrakty DNA oceniono pod względem ilościowym i jakościowym na spektrofotometrze NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Prowadzono reakcie PCR dla znanych markerów powiązanych z genami odporności na rdzę żółtą: gwm413 (Li i in. 2016) dla identyfikacji genu Yr15, KASP-Yr5-Positive+Common (Marchal i in. 2018) dla identyfikacji genu Yr5, uhw89 (Distelfeld i in. 2006) dla identyfikacji genu Yr36 oraz markera csLV46G22 (Lagudah, dane niepublikowane) dla genu Yr29. W przypadku markera csLV46G22 produkt PCR trawiono enzymem restrykcyjnym BspEI przez 60 min. w temperaturze 37˚C. Rozdział uzyskanych fragmentów prowadzono w żelu poliakrylamidowym (gwm413, uhw89) lub żelu agarozowym (KASP-Yr5-Positive+Common oraz csLV46G22). 

· Uzyskanie pokolenia F1BC1
W celu uzyskania ziarniaków pokolenia F1BC1 wysiano rośliny wybranych form rodzicielskich celem przeprowadzenia krzyżowania. Uzyskane ziarniaki pokolenia mieszańcowego F1 oraz ziarniaki rodzica wypierającego ponownie wysiano celem przeprowadzenia krzyżowania i uzyskania ziarniaków pokolenia F1BC1. 

Wyniki

· Analiza polimorfizmu DNA form rodzicielskich
Analiza polimorfizmu markerów molekularnych potwierdziła obecności genów w genotypach: Yr5 w dwóch genotypach (UC1110 i Avocet S/Yr5), Yr15 w dwóch genotypach (UC1110 i Cortez /Yr15) oraz genu Yr29 w siedmiu genotypach (Kasyno, Orinoko, Gringo, Corado, Meloman, MAH34859-1, MAH34762-2). Dla żadnego z badanych genotypów nie wykazano obecności genu Yr36 (Tabela 2). W pozostałych genotypach, potencjalnych biorcach odporności,  nie wykazano obecności żadnego z badanych genów.

Tabela 2. Geny odporności na rdzę żółtą Yr zidentyfikowane w zestawie genotypów pszenicy i pszenżyta na postawie analiz wariantów markerów molekularnych.
	Genotyp
	Gatunek
	Wykryte geny Yr

	UC1110 (jara)
	pszenica zwyczajna
	Yr5, Yr15

	Haristide
	Pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	RGT Izalmur
	Pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tempodur
	Pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Astoria
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Formacja
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	NAD5019
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Plejada
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Opoka
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	STH11619
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Bataja
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Kariatyda
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Symetria
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	SMH5820
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	SMH5920
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Lokata
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Natula
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	MHBP3815
	pszenica zwyczajna
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 1893-3R-91
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2162-2R-91
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2170-2R-91
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2186-2R-91
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2293-R-91
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2317-R-91
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2319-R-93
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2327-R-91
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2328-R-92
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2367-93
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2398-93
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2420-92
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2432-91
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tdoz 2503-92
	pszenica durum
	nie wykazano obecności badanych genów

	Rotondo
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	Orinoko
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	Silverado
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	DC 07064-16
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	DL 33
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	DL 41
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	DL 48
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	Meloman
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	Toro
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	Tomko
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	Octavio
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	BOH 3619
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	BOH 4020
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	BOH 17W0107
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	Avocet S/ Yr5
	pszenica zwyczajna
	Yr5

	Cortez / Yr15
	pszenica zwyczajna
	Yr15

	Kasyno
	pszenżyto
	Yr29

	Orinoko
	pszenżyto
	Yr29

	Gringo
	pszenżyto
	Yr29

	Corado
	pszenżyto
	Yr29

	Meloman
	pszenżyto
	Yr29

	Mondeo
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	MAH34859-1
	pszenżyto
	Yr29

	MAH34762-2
	pszenżyto
	Yr29

	DD543/16
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	DL518/15
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów

	DL52/15
	pszenżyto
	nie wykazano obecności badanych genów




· [bookmark: _Hlk90208616]Uzyskanie pokolenia F1BC1
Ponieważ HR Smolice Spółka z o. o., Grupa IHAR wycofała się z udziału w pracach związanych z pszenicą durum w projekcie, nie została wykonana kombinacja krzyżówkowa dla pszenicy durum. Do programu krzyżowań pszenicy zostały wybrane genotypy UC1110 (dawca) i Kariatyda (biorca), natomiast dla pszenżyta Kasyno (dawca) i Mondeo (biorca) (Tabela 2). W przypadku kombinacji krzyżówkowej dla pszenicy założony cel został w pełni osiągnięty i otrzymano pokolenie F1 i następnie F1BC1. Natomiast, w przypadku pszenżyta uzyskano pokolenie F1, ale z przyczyn niezależnych od wykonawców nie uzyskano pokolenia F1BC1. Obecnie trwają prace nad uzyskaniem pokolenia F1BC1 w kombinacji Kasyno × Mondeo, a przewidywany termin dostarczenia nasion tego pokolenia nie wpłynie na wykonanie prac badawczych przewidzianych do realizacji w roku 2022.

Dyskusja
Znanych jest 78 genów odporności (Yr) na rdzę żółtą (KOMUGI 2020). Najbardziej efektywne z nich to Yr5 i Yr15, ponieważ jak dotąd nie zaobserwowano przełamania odporności warunowanej tymi genami (Sharma-Poudyal i in. 2013). Jednak wśród polskich odmian geny te są rzadkie. Wśród 83 badanych odmian pszenicy z krajowej listy opisowej odmian COBORU, tylko jedna odmiana, Belenus zawierała gen odporności Yr15 (Radecka-Janusik i in. 2017). Duże nadzieje wiąże się z wprowadzeniem do polskich odmian pszenżyta genu plejotropowego Lr46-Yr29, którego obecność stwierdzono m.in. w odmianie pszenżyta ozimego Kasyno (Skowrońska i in. 2020) i potwierdzono w przeprowadzonych wstępnych analizach polimorfizmu DNA odmian/linii pszenżyta (Tabela 2). Wspomniana odmiana wraz z odmianą Belcanto wykazywała njwyższy poziom odporności w porejestrowych doświadczeniach odmianowych (PDO) w latach 2016-2018 (Skowrońska i in. 2020). Wprowadzenie efektywnych genów do odmian uprawnych  pszenicy i pszenżyta  jest pilną potrzebą i odpowiedzią na zalecenia Integrowanej Ochrony Roślin (Dyrektywa 2009/128/WE 2009). 

Wnioski
1. Odmiany pszenicy i pszenżyta wybrane do programów krzyżowań realizowanych w ramach zadania, są źródłem odporności na rdzę żółtą warunkowanej genami Yr5, Yr15 (pszenica) oraz Yr29 (pszenżyto).









Mierniki dla tematu badawczego 2:
	Lp.
	miernik[footnoteRef:2] [2:  Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc.] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	2.1
	[bookmark: _Hlk90207231]Wykonanie krzyżowań dla pszenicy i pszenżyta ― uzyskanie F1 i F1BC1
	3 kombinacje rodziców
	2 kombinacje 1) 


1) wyjaśnienia:
[bookmark: _Hlk89431698]- wykonano kombinację krzyżówkową pszenicy zwyczajnej (DANKO HR);
- wykonano kombinację krzyżówkową pszenżyta (DANKO HR);
- nie wykonano kombinacji krzyżówkowej dla pszenicy durum (HR Smolice) z powodu wycofania się zleceniobiorcy (usługi badawczej) z programu hodowli pszenicy durum.

3.3  Temat badawczy 3  Mapowanie Asoscjacyjne: genotypowanie i fenotypowanie odporności na Pst dla pszenicy zwyczajnej, durum i pszenżyta w stadium siewki i rośliny dorosłej.

Cel tematu badawczego 3
Celem tego tematu badawczego jest analiza reakcji na zakażanie P. striiformis f. sp. tritici (Pst) zestawu linii/odmian pszenżyta oraz pszenicy zwyczajnej i durum (w stadium siewki i rośliny dorosłej). Na potrzeby mapowania asocjacyjnego odporności na rdzę żółtą, badane obiekty będą również analizowane pod względem polimorfizmu DNA na platformie DArTseq.
Cel został zrealizowany w 75%. Pierwotna liczba odmian/linii pszenżyta, pszenicy zwyczajnej i durum, dla których planowano założenie doświadczeń polowych lub testowanie pod względem odporności na rdzę żółtą w stadium siewki wynosiła co najmniej 376 obiektów. Wycofanie materiałów pszenicy durum z dalszych badań spowodowało zmniejszenie o 25% całkowitej liczby obiektów w przeprowadzonych pracach badawczych.

Materiały i metody

· Testy fitopatologiczne siewek
W doświadczeniu użyto zestawu 282 genotypów pszenicy zwyczajnej i pszenżyta. Do testów fitopatologicznych użyto dwa jednozarodnikowe izolaty P. striiformis Pst19-75 (rasa PstS10, zw. Warrior(-) i Pst19-100 (rasa PstS13, zw. Triticale2015) o różnych profilach wirulencji. W celu przeprowadzenia testu odporności w stadium siewki, rośliny wysiano w warunkach fitotronowych do doniczek. Inokulację siewek w stadium drugiego liści wykonano zawiesiną zarodników Pst (50mg/10ml wody) przy pomocy atomizera. Następnie rośliny pozostawiano w ciemności i temperaturze 8°C oraz 100% względnej wilgotności na 24 godz. Ocenę porażenia drugiego liścia wykonano po ok. 16 dniach od inokulacji. Użyto skali wg. skali 0–9 (McNeal 1971), gdzie 0–4 odpowiada reakcji odporności, 5–6 pośredniej, natomiast 7–9 podatnej.

· Testy fitopatologiczne roślin dorosłych
W celu przeprowadznie testu odporności roślin dorosłych, zestaw 282 badanych genotypów wysiano jesienią w warunkach polowych w jednometrowych rządkach w dwóch rozlosowanych blokach powtórzeniowych w trzech lokalizacjach: Radzików (IHAR-PIB), Kobierzyce (Małopolska HR) i Smolice (HR Smolice). Doświadczenia będą inokulowane zarodnikami Pst w przyszłym roku.

· Izolacja DNA i analiza DArTseq
	W celu przeprowadzenia analiz molekularnych, wyizolowano DNA z liści 282 genotypów pszenicy i pszenżyta metodą CTAB (Murray i Thompson 1980). Otrzymane ekstrakty zwalidowano pod względem ilościowym i jakościowym z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 1000 (ThermoScientific). Materiał genotypowano metodą DArTseq (Diversity Array Technology, Cambera, Australia, von Cruz i in. 2013). Technologia DArTseq opiera się na sekwencjonowaniu NGS poprzedzonym redukcją złożoności genomu z zestosowaniem trawienia restrykcyjnego i selekcji uzyskanych fragmentów DNA.



Wyniki

· Testy fitopatologiczne
Tesy fitopatologiczne przeprowadzone w fazie dwóch liści wykazały, różnicujący charakter zastosowanych dwóch izolatów Pst (Rysunek 3). Bardzo duża pula genotypów pszenicy (180 genotypów spośród 188) była odporna lub średnio-odporna na izolat Pst19-100. Natomiast po zastosowaniu izolatu Pst19-75 pula odpowiedzi odpornej i średnio-odpornej była niższa (118 genotypów spośród 188). Niemal wszystkie badane genotypy pszenżyta były odporne lub średnioodporne na oba izolaty. 
Rysunek 3. Rozkłady klas odporności siewek pszenicy i pszenżyta na dwa izolaty P. striiformis (Pst19-75 i Pst19-100).

· Analiza DArTseq
	Analiza DArTseq pozwoliła uzyskać niespełna 135 000 markerów molekularnych dla genomu pszenicy; w tym 57 000 markerów kodominujących DArTsnp i 78 000 markerów dominujących silicoDArT). Dla genomu pszenżyta uzyskano ok. 351 000 markerów, w tym 219 000 markerów DArTsnp i 132 000 – silicoDArT. Uzyskane markery posłużą do mapowania asocjacyjnego odporności na rdzę żółtą po skompletowaniu danych fenotypowych.

Dyskusja
Na tym etapie badań, otrzymane wyniki nie są wystarczające do przeprowadzenia dyskusji.

Wnioski
1. Badany zestaw 282 genotypów pszenicy i pszenżyta jest dobrym materiałym wyjściowym do mapowania asocjacyjnego ze względu na obiekty o różnym poziomie odporności na Pst.

Mierniki dla tematu badawczego 3:
	Lp.
	miernik[footnoteRef:3] [3:  Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc.] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana 1)

	1
	Założenie pierwszego doświadczenia polowego oceny reakcji pszenicy i pszenżyta na zakażanie P. striiformis f. sp. tritici w trzech miejscowościach
	Co najmniej 376 obiektów
	282 obiektów

	2
	Ocena reakcji pszenicy i pszenżyta na zakazenie P. striiformis f. sp. tritici w stadium siewki
	Co najmniej 376 obiektów
	282 obiektów

	3
	Genotypowanie na platformie DArTseq pszenicy i pszenżyta
	Co najmniej 376 obiektów
	282 obiektów


1) - Pierwotna liczba odmian/linii pszenżyta, pszenicy zwyczajnej i durum, dla których planowano założenie doświadczeń polowych lub testowanie pod względem odporności na rdzę żółtą w stadium siewki wynosiła co najmniej 376 obiektów. Wycofanie materiałów pszenicy durum z dalszych badań spowodowało zmniejszenie o 25% całkowitej liczby obiektów w przeprowadzonych pracach badawczych.
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4. Prezentacja wyników badań
	Prezentacja wyników na konferencjach
	

	lp.
	konferencja 
	prezentacja[footnoteRef:4] [4:  Podać, czy chodzi o wykład plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.] 

	Liczba prezentacji podana w opisie zadania
	Liczba prezentacji zrealizowana

	
	nie dotyczy
	
	
	

	Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych
	

	lp.
	monografia/czasopismo
	publikacja[footnoteRef:5] [5:  Podać, czy chodzi o publikację oryginalną, czy np. polemika, list do edytora, rozdział w monografi etc.] 

	Liczba publikacji podana w opisie zadania
	Liczba publikacji zrealizowana

	
	nie dotyczy
	
	
	




Załączniki[footnoteRef:6]: [6:  Podać listę oraz dołączyć do sprawozdania kopie posterów/wyciągi z materiałów konferencyjnych/publikacje etc. W nawiasie podać, na której stronie sprawozdania znajdują się prezentowane wyniki.   ] 

brak
5. Adres, pod którym wyniki badań są dostępne na stronie internetowej wnioskodawcy: 
http://bip.ihar.edu.pl/artykul/128/585/l-p-w-zal-do-rozporzadzenia-mrirw-7
6. Miernik zadania - stopień realizacji
	Lp.
	miernik
	Wartość miernika podana w opisie zadania
	Wartość miernika zrealizowana
	Stopień realizacji miernika

	1
	2
	3
	4
	5

	temat badawczy 1

	1.1
	Analiza wirulencji izolatów P. striiformis f. sp. tritici
	co najmniej 30 izolatów
	28
	0,93

	1.2
	Analiza molekularna (genotypowanie) izolatów P. striiformis f. sp. tritici
	co najmniej 48 izolatów
	45
	0,94

	temat badawczy 2

	2.1
	Wykonanie krzyżowań dla pszenicy ― uzyskanie F1 i F1BC1
	trzy kombinacje rodziców
	2 kombinacje
	0,66

	temat badawczy 3

	3.1
	Założenie pierwszego doświadczenia polowego oceny reakcji pszenicy i pszenżyta na zakażanie P. striiformis f. sp. tritici w trzech miejscowościach
	Co najmniej 376 obiektów
	282 obiekty
	0,75

	3.2
	Ocena reakcji pszenicy i pszenżyta na zakazenie P. striiformis f. sp. tritici w stadium siewki
	Co najmniej 376 obiektów
	282 obiekty
	0,75

	3.3
	Genotypowanie na platformie DArTseq pszenicy i pszenżyta
	Co najmniej 376 obiektów
	282 obiekty
	0,75

	
	
	
	ŚREDNIA
	0,80

	
	
	
	% REALIZACJI ZADANIA
	80%





Sporządzono: 
	Pieczęć jednostki
	Osoba reprezentująca jednostkę
	Kierownik zadania

	



	
	

	data
	podpis i pieczęć
	podpis 




Rozkład klas odporności siewek pszenżyta na izolaty Puccinia striiformis

Pst 19-75	
odporne	średnio odporne	wrażliwe	80	14	0	Pst 19-100	
odporne	średnio odporne	wrażliwe	70	23	1	



Rozkład klas odporności siewek pszenicy na izolaty Puccinia striiformis

Pst 19-75	
odporne	średnio odporne	wrażliwe	51	67	70	Pst 19-100	
odporne	średnio odporne	wrażliwe	109	71	8	
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