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Tytut zadania: Efektywno$¢ piramidowania genow odpornosci na maczniaka
prawdziwego (Blumeria graminis f.sp. tritici) i rdze brunatng (Puccinia triticina)
W pszenicy ozimej.

Kierownik zadania: prof. dr hab. J.H. Czembor

Cel zadania:

Temat badawczy 1. Piramidowanie efektywnych genéw odpornosci.

e Przeprowadzenie krzyzowan zbieznych, wstecznych, selekcja fenotypowa oraz molekularna.

e Wyprowadzenie F, populacji mapujacej(ych).

Temat badawczy 2. Poszukiwanie nowych zrédet odpornosei.

e Poszukiwanie efektywnych genow odpornosci na rdzg brunatna i maczniaka prawdziwego.

Temat badawczy 3. Ocena linii w réznych warunkach §rodowiskowych.

e Selekcjonowanie materiatu roslinnego, odpornego na rdze¢ brunatng, maczniaka prawdziwego oraz
0 korzystnych cechach gospodarczych.

Materialy i metody:

Temt badawczy 1. Material badawczy stanowito 11 populacji mieszancowych BIO, o r6znym profliu

genetycznym (uzyskane we wczesniejszych badaniach prowadzonych w latach 2008-2013). Materiat

ro§linny stanowity réwniez populacje mapujace, do ktorych zostat wprowadzony efektywny gen

odpornosci na rdz¢ brunatng, gen Lr55. W badaniach jako zrédta odpornosci na rdzg brunatng oraz

maczniaka prawdziwego wykorzystano nastgpujace linie: Lr4l, Lr47 oraz Lr55 (zroédta odpornosci na

rdze brunatng), linie Pm21 i Pm37 (zrodta odpornosci na maczniaka prawdziwego). W krzyzowaniach

wypierajacych (wstecznych), w zaleznosci od kombinacji krzyzowkowej, zostaly wykorzystane

odmiany pszenic ozimych (Nadobna, Bogatka, Lexus, RAH979, Meteor) o wysokiej wartosci

gospodarczej, ale podatne na populacj¢ rdzy brunatnej i maczniaka prawdziwego wystepujace

W Polsce. W =zaleznos$ci od etapu przeprowadzanych badan, materiat roslinny, uprawiany byt

w warunkach kontrolowanych (szkalrnia oraz fitotron) oraz w warunkach polowych — poletka

doswiadczalne w Radzikowie.

Ocena fenotypowa stopnia odpornosci populacji mieszancowych na P. recondita f.sp. triticina oraz

B. graminis f.sp. tritici (Selekcja fenotypowa)

Do oceny fenotypowej stopnia odpornosci form rodzicielskich i populacji mieszancowych na

porazenie przez P. recondita f.sp. triticina oraz B. graminis f.sp. tritici zostaly wykorzystane

jednozarodnikowe izolaty: odpowiednio Pt 2902 (P. recondita f.sp. triticina) oraz Bgt Kadett

(B. graminis f.sp. tritici). Izolaty pochodzity z kolekcji Pracowni Genetyki Stosowanej IHAR-PIB

Radzikow. Doswiadczenia fitopatologiczne prowadzone byty w warunkach kontrolowanych, przy

fotoperiodzie 16 godz. $wiatla i 8 godz. ciemno$ci oraz w temperaturze w zakresie 16-22°C.

Testowane rosliny zakazane byly zawiesing zarodnikow P. recondita, a nastepnie po uptywie 3-4 dni

przeprowadzono inokulacj¢ roslin izolatami B. graminis. Po uptywie 8-10 dni zostala oceniona

reakcja roslin wykorzystujac do tego celu pigciostopniowa skale, wg. Levine o Cherewick dla rdzy

brunatnej oraz wg. Mainsa i Daetza dla maczniaka prawdziwego.

Analiza molekularna, selekcja materiatu roslinnego

W zaleznos$ci do rodzaju przeprowadzanej selekcji (wyboru systemu markerowego), DNA materiatu

ro§linnego izolowane bylo dwoma réznymi metodami. Pierwsza metoda ekstrakcji DNA

przeprowadzana byta za pomoca buforu TPS, i byla wykorzystana podczas selekcji materiatu

ros§linnego pod katem obecnosci genow Pm21 oraz Lr47. Druga metoda, przeprowadzana byta przy

uzyciu gotowego zestawu DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). Genomowe DNA, wyizolowane ta

metoda, wykorzstane byto dla markeréw molekularnych, wykorzystywanych podczas selekcji genow

Lr4l oraz Pm37.

Reakcja tancuchowej polimeryzacji DNA, przeprowadzana byla przy wykorzystaniu

niskoprofilowanych cienkosciennych probdéwek lub przy uzyciu plytek — blokow 96-$cio dotkowych.

Powielanie fragmentéow odbywato si¢ w termocyklerze Mastercycler ep. W zalezno$ci od uktadu

markerowego, reakcja powielania zostala przeprowadzona w objetosci 8-25ul. Sktad komponentow

reakcji PCR zostal ustalony na podstawie wczesniejszych badan. W zalezno$ci od identyfikacji

gendw, liczba wykorzystanych markeréw na jeden gen wynosita od 1 do 5 markera(éw):
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* Gen Lr4l; Gdm35, Gwm?210, Barc124, Gwm261, Gwm296;

» Gen Lr47: (PSAPSR+PS10L+PS10L2), Gwm60;

« Gen Pm21: NAU/xibao;

*  Gen Pm37: Gwm332; Wmc790; STSBE406627.

W zaleznos$ci od uktadu markerowego, rozdzial produktéw amplifikacji PCR, odpowiednio dla
gendw: Lrdl, Lr4d7 oraz Pm37, przeprowadzany byl na sekwenatorze DNA ABI 377 XL na 4,75%
denaturujacym zelu polyakrylomidowym (Long Ranger Gel Solution, Rockland, USA). Dla
produktow amplifikacji dla genu Pm21(NAU/xibao) oraz genu Lr47 (PSAPSR+PS10L+PS10L2),
detekcja produktow zostala przeprowadzona na 1,5% zelu agarozowym przy napigciu 240 V, przez
4 godz. w buforze 0,5 x TBE. Analiza uzyskanych obrazow detekcji, dla dwoch systemow
elektorforetycznych, oceniana byta wizulanie. W celu wyodrgbnienia roslin o korzystnej kombinacji
gendOw odpornosci, zostaly wykorzystane wzorce — uzyskany produkt dawcy odpornosci.

Temat badawczy 2. Materiatlem roslinny stanowit zestaw 30 odmian i linii r6znicujacych o znanych
genach odpornosci, w tym linie Pm38(Lr34) i Pm39(Lr46), oraz wrzorzec — odmiana podatna —
Nimbus. Linie/Zrédta posiadajace znane geny odpornosci Pm38(Lr34) oraz Pm39(Lr46).

Ocena fenotypowa stopnia odpornosci na Blumeria graminis f.Sp. tritici

W badaniach wykorzystano populacje 52 jednozarodnikowych izolatow Blumeria graminis f.sp.
tritici, wyizolowanych z porazonych lisci pszenicy, zebranych w r6znych rejonach Polski w 2014
roku. Nasiona odmian i linii zestawu réznicujacego wysiewano do doniczek z ziemig ogrodowsa (po 10
— 15 ziarniakéw na doniczke). Siewki rosty w izolacji przestrzennej w warunkach szklarniowych,
Z dodatkowym, sztucznym doswietlaniem przy dlugosci dnia 16 h oraz temperaturze w zakresie
16-22°C. Dziesi¢¢ dni po wysiewie, gdy rosliny byly w stadium w petni rozwinigtego drugiego liscia,
prowadzono zakazenia sztuczne kazdym izolatem osobno. Zarodniki namnozone na roslinach odmiany
podatnej Nimbus, byly réwnomierne strzasane nad roslinami odmian i linii zestawu réznicujacego. Do
izolacji przestrzennej wykorzystano namioty foliowe. Ocene fenotypows stopnia porazenia odmian i
linii poszczegodlnymi izolatami grzyba B. graminis przeprowadzano po ok. 8 dniach wykorzystujac
pieciostopniowa skale (0-4) w ktorej: 0 = brak widocznych objawdéw porazenia; 1 = niewielkie
nekrozy; 2 = powigkszajace si¢ nekrozy wraz ze skapym zarodnikowaniem; 3 = chlorozy, grzybnia
rozwinigta, lecz stabo zarodnikujaca; 4 = dobrze rozwinigta 1 zarodnikujgca grzybnia. Odmiany/linie o
reakcji 0-2, tworzyty grupe odpornych natomiast rosliny o reakcji 3-4 grupe podatnych.

Temat badawczy 3. W 2014 roku do$wiadczenie przeprowadzno na poletku doswiadczalnym
w Radzikowie. Material ro$linny, stanowity populacje mieszancowe BIO: bio_4b, BIO5 b, BIO7 b,
BIO8 b w liczbie 260 roslin, 100 linii pochodzacych z krzyzéwek z genem odpornosci na rdze
brunatng — genem Lr55 oraz 20 linii pochodzacych z krzyzowek z genem odpornosci na rdz¢ brunatng
— genem Lr47. Ocena materiatu roslinnego dokonywana byta w tygodniowych odstepach czasu
1 w odniesieniu do dwoch odmian wzorcowych: Muszelka oraz Patras. Ocena materialu roslinnego
polegata na ocenie stopnia porazenia pod katem podatnosci/odpornosci na rdz¢ brunatng oraz zo6tta,
maczniaka prawdziwego, septoriozg, oraz przezimowanie, ktosznie, wysokos¢, plon.

Whyniki i dyskusja:

Temat badawczy 1. W biezacym roku sprawozdawczym facznie wysiano 695 ro$lin, z czego
analizowano 617, a 78 ro$lin wypadlo z analizy. Na podstawie testow odpornosci (selekcja
fenotypowa), do badan molekularnych, sposréd wszystkich analizowanych populacji mieszancowych,
wyselekcjonowano 313 roslin. Byty to ro§liny wg. oceny fenotypowej, odporne na oba patogeny. Za
pomocag marekrow molekularnych, wyselekcjonowane ro$liny, przebadano pod katem obecnosci
wprowadzonych genow: Lr4l, Lr47, Pm21 oraz Pm37. Do dalszych badan wyselekcjonowano 86
roslin, charakteryzujacych sie roznym profilem genetycznym.

W dostepnej literaturze naukowej, brak jest doniesien na temat piramidyzowania takich schematow
odpornosciowych, jakie =zostaly zaproponowane przez wykonawcow projektu. Kumulacja
efektywnych genow odpornosci w niniejszym projekcie jest procesem niezwykle pracochtonnym
I dlugotrwatym, jednak pozwoli na uzyskanie genotypow o trwalszej odpornosci na maczniaka
prawdziwego 1 rdz¢ brunatng. Uzyskane genotypy beda stanowily cenny material ro$linny.
Zaproponowane rozwigzanie nie bylo wcze$niej stosowane w pszenicy ozimej oraz stanowi
rozwigzanie oryginalne w genetyce odpornosciowej tego zboza. Ponadto, obecnos¢ wielu efektywnych




gendw odpornosci, w nowych odmianach pszenicy znaczaco zwigksza trwato$¢ ich odpornosci na
choroby, w tym na rdze brunatng oraz maczniaka prawdziwego (Parks, 2008; Pietrusinska 2009).
Literatura do tematu badawczego 1:

Parks R., Carbone I., Murphy P. J., Marshall D., Cowger C. 2008. Virulence structure of the eastern U.S. wheat
powdery mildew population. Plant Disease 92: 1074-1082.

Pietrusinska, A. 2009. Wprowadzanie do pszenicy ozimej gendw odpornosci Lr41 na rdze brunatng (Puccinia
recondita f.sp. tritici) i Pm21 na maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis f.sp. tritici). Konferencja
naukowa: Nauka dla Hodowli Roslin Uprawnych, Zakopane, str. 55.

Temat badawczy 2. Uzyskane wyniki wykazaly, ze izolaty B. graminis charakteryzowaly si¢
zréznicowanym stopniem wirulencji w stosunku do genéw odpornosci obecnych w zestawie odmian
i linii roéznicujacych. Wszystkie izolaty byty awirulentne w stosunku do genéw odpornosci Pm29,
Pm21, Pm36 oraz Pm37 (stopien odpornosci linii z tymi genami oceniono w zakresie 0-2).
W odniesieniu do genéw Pm3d+4b (odmiana Kadett) wirulentne byty tylko dwa izolaty. Pozostate
zrodta odpornosci byly podatne na wigkszosé¢ izolatow i charakteryzowaly si¢ mniejsza odpornoscia
na populacje B. graminis lub byty catkowicie przez nig porazane, jak np. Avalon Pm2, Kormoran
Pm5, Pm6, Transec Pm7, Maris Pm2+6, Boxer Pm4b+5 — odmiany catkowicie porazane przez 52
izolaty, w tym roéwniez nowe zrodia odpornosci: linia Pm38(Lr34) oraz linia Pm39(Lr46). Mniejsza
odpornoscia charakteryzowaty si¢ odmiany/linie tj.: Chul Pm3b — porazana przez 11 izolatéw, linia
Pm34 — porazana przez 7 izolatoéw, oraz linia Pm35 — porazana przez 27 izolaty B. graminis.
Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze populacja Blumeria graminis f. sp. tritici wystgpujaca na
pszenicy w Polsce, charakteryzuje si¢ szerokim spektrum patogenicznosci. Wigkszos¢ izolatow
reprezentujacych ta populacj¢ w Polsce jest wirulentnych w stosunku do wigkszosci genéw/zrodet
odpornosci, powszechnie wykorzystywanych w genetyce odpornosciowej. Dlatego, konieczne jest
poszukiwanie nowych zroédet odpornosci, ktorych zrodtem moga by¢ formy oddalone, lub tez nawet
dzikie. Nowe kombinacje genow odpornosci, wprowadzane do najlepszych odmian i rodow
hodowlanych na drodze krzyzowan, moga przyczyni¢ si¢ do spowolnienia procesu przetamywania
odpornosci odmian na porazenie grzybem Blumeria graminis f. sp. tritici (McDonald i Linde 2002;
Pietrusinska i in. 2011, 2013).
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Temat badawczy 3. Na podstawie przeprowadzonych badan, wyselekcjonowano linie pszenic
0 wysokiej odpornosci na maczniaka prawdziwego, rdz¢ i inne choroby oraz o korzystnych cechach
agronomicznych. Lacznie obserwowano 380 roslin z populacji mieszancowych BIO, z czego
wyselekcjonowano do dalszych badan 94 linii.

Ponadto, jesienig 2014 roku, zostaty zalozone dwa doswiadczenia, wykonywane przez dwie stacje
hodowlane: Hodowlg Roslin Smolice oraz Hodowle Roslin Strzelce.

Podsumowujac, mozna stwierdzié¢, ze poszukiwanie zrodet odpornosci na rdz¢ brunatng oraz na
maczniaka prawdziwego w oparciu o markery molekularne oraz o oceny fenotypowe w warunkach
kontrolowanych jest efektywne i pozwala uzyska¢ postgp genetyczny dla tych cech. Uzyskane
materialy powinny by¢ charakteryzowane wielosrodowiskowo, ze wzgledu na ztozono$¢ interakcji
pomigdzy patogenem a gospodarzem. Jest to konieczne m. in. ze wzgledu, na wystgpowanie réznych
ras populacji B. graminis oraz P. recondita.




Whioski:
Temat badawczy 1

Na podstawie przeprowadzonych badan, wyselekcjonowano rosliny o réznym tle genetycznym
(r6zni rodzice wypierajacy) oraz o odmiennych profilach (segmentach) odpornosciowych, tj.:
(Lr41+Pm21+Lrd7+Lr47),(Lr41+Pm21+Pm37+Pm37+Pm37), (Lr41+Pm21+Pm37+Pm37+Lr47).

Temat badawczy 2.

Popualcja Blumeria graminis f. sp. tritici wystepujaca na pszenicy w Polsce charakteryzuje sie
szerokim spektrum patogenicznosci i wiekszosé izolatoéw byto wirulentnych w stosunku do
znanych genéw/zrédet odpornosci.

Wszystkie izolaty Blumeria graminis f.sp. tritici byly awirulentne w stosunku do genow
odpornosci Pm21, Pm29, Pm36, Pm37. Geny te powinny by¢ wprowadzane do odmian
wspoéltczesnie uprawianych, lub by¢ wykorzystywane w nowych programach hodowlanych.
Nowe zrodia odpornosci: Pm38(Lr34) oraz linia Pm39(Lr46) byly podatne w stosunku do
izolatow B. graminis wystepujacych na terenie Polski.

Temat badawczy 3.

Uzyskano postep genetyczny dla stopnia odporno$ci na rdz¢ brunatng i maczniaka prawdziwego
(do dalszych badan, wyselekcjonowano tacznie 94 linii).

Na podstawie kilkuletnich obserwacji, zostanie wyselekcjonowany materiat roslinny
0 spiramidyzowanym profilu genetycznym pod wzgledem stopnia odpornosci na rdzg brunatna
I mgczniaka prawdziwego, co potwierdza wazno$¢ selekcji opartej o markery molekularne.



