Wroctaw, dnia 8 grudnia 2009 r.
Dr hab. Henryk Bujak, prof. nadzw. UP
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Katedra Genetyki, Hodowli Ro$lin 1 Nasiennictwa

SPRAWOZDANIE
z badan finansowanych przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi pt.” Identyfikacja
zrodel genetycznej odpornosci na maczniaka w kolekcji linii, rodéw i odmian zyta”

za 2009 rok

Maczniak prawdziwy zbdz jest jedna z powszechnie wystepujacych chorob w uprawie
zb6z. Jego wystgpowanie nie jest jednakowe w poszczegdlnych latach, ale w niektorych moze
by¢ grozna choroba zyta w znacznym stopniu ograniczajaca plonowanie. Zdaniem Bojarczuka
(1995) negatywny wptyw porazenia roslin przez maczniaka na plonowanie wzrasta zwlaszcza
u odmian i linii o skroconym zdzble, bowiem wraz ze skracaniem zdzbla wzrasta udziat lisci
w ogélnym bilansie asymilacji zyta. Zyto jest roélina, ktéra w znacznym stopniu asy,iluje
poprzez zdzbto, dlatego skrocenie zdzbla o$miu wzrost udziatu lisci porazonych przez
maczniak moze spowodowac spadek ogodlnej powierzchni asymilacyjnej rosliny.

Dziedziczenie odporno$ci na maczniaka u zyta jest bardziej skomplikowane niz u
innych gatunkéw zboz. Wyodrgbniono jednak formy, u ktérych stwierdzono monogeniczne
(recesywne, dominujace lub czesciowo dominujace) dziedziczenie si¢ odpornosci Zyta na
maczniaka. U zyta regulacja odpornos$ci maczniaka nie jest tak doktadnie poznana (Rzepka-
Plevnes i Bojarczuk, 1995). Oznaczono kilka genéow warunkujacych odporno$¢ na porazenie
przez maczniaka prawdziwego u zyta (Schlegel i Melez 1996). Sa to Pm1(1RS), Pm2(2RL),
Pm3(3RS), Pm4(5RL), Pm5(6RL). Ponadto opisano Pm6, Pm7 i Pm8, ktore wystepuja
odpowiednio na 3., 1. 1 2. chromosomie, lecz nieznane jest ich potozenie, oraz dziatajace
bardzo efektywnie i warunkujace petna odporno$¢ zyta na wszystkie rasy fizjologiczne
patogenna geny Pm17 i Pm20 (Bojarczuk, 1995; Wakulinski i wsp. 2007).

W roku biezacym kontynuowano oceng odporno$ci na maczniaka prawdziwego
(Blumeria graminis) w rodach hodowlanych z doswiadczenia wstgpnego, przestanych przez
hodowcoéw materiatach genetycznych oraz materialach pochodzacych z wilasnej kolekcji

genotypow zyta ozimego. Ponadto otrzymano populacjg, ktora moze postuzy¢é do



wyprowadzenie form odpornych na tego patogenna i przekazanie ich do kolekcji materiatow
wyjsciowych. Przeprowadzono takze charakterystyke molekularng i analiz¢ podobienstwa
genetycznego otrzymanych w poprzednim roku form zyta ozimego przy uzyciu markerow
molekularnych RAPD.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat badawczy stanowity przekazane przez hodowcow formy zyta ozimego, materiaty
rody hodowlane z doswiadczenia wstgpnego oraz odmiany wzorcowe Balistic, Bosmo,
Dankowskie Diament, Minello, LPH 88.

Formy zyta ozimego przekazane przez:

1/ DANKO Hodowla Ro$lin Sp. z 0. o.

CHD Ma 33 — CHD Ma 62 -DANKO Hodowla Ro$lin Sp. z 0.0. Oddziat w Choryni

LAD Ma4 — LAD Ma 23 - DANKO Hodowla Ro$lin Sp. z 0.0. Oddziat w Laskach

2/ Hodowlg Roslin Smolice Sp. z 0. 0.:

rody SMH oraz HRSM

3/ Rody z doswiadczen wstepnych.

4/ Wiasne genotypy z kolekeji linii wsobnych zyta ozimego:

UP 08/101 — UP 08/3/180

Lacznie przebadano 163 obiekty.

Oceng podatnosci genotypow zyta na porazenie przez Blumeria graminis
przeprowadzono w doswiadczeniu szklarniowym zgodnie z metodyka przedstawiong w pracy
Zamorski 1 wsp. (1994). Postugiwano si¢ czterostopniowa skala porazenia (0-3), gdzie 0 —
oznaczato brak objawOw natomiast 3 — bardzo silne porazenie z koloniami maczniaka
zajmujacymi  75-100% powierzchni blaszek liSciowych. Szklarniowe doswiadczenia
infekcyjne przeprowadzano wykorzystujac do tego celu polowa populacje patogena
utrzymywana na siewkach wrazliwej odmiany zyta. Material z namnozona populacja
maczniak prawdziwego otrzymano z Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR.
Inokulacje przeprowadzano w fazie trzech lisci metoda ,,miotetkowa”. Nastgpnie rosliny
umieszczano w kamerze o wysokiej wilgotnosci. Dodatkowo obok ocenianego materialu
ustawiono rosliny z namozonym patogemem, co sprzyjato porazaniu. Stopien porazenia roslin
oceniano po dwoch tygodniach od inokulacji, postugujac si¢ wspomniang skala porazenia

roslin.



Otrzymane z Hodowli DANKO rody CHD Ma 9 i CHD Ma 19 i CHD Ma 24
wykazujace najwigksza odporno$¢ na maczniaka w roku 2008 przekrzyzowano z wlasnymi
materialami zyta posiadanymi w kolekcji Katedry. Wyniku tego programu krzyzowan
uzyskano 43 nowe populacje mieszancow, z ktoérych mozna bedzie wyprowadzi¢ warto$ciowe
odporne materiaty wyjsciowe. Ilo$¢ otrzymanych ziarniakow dla poszczegdlnych mieszancow
jest rozna i wynosi od kilku do kilkudziesigciu.

U wysianych w polu materiatdéw zyta otrzymanych w poprzednim roku nie udalo si¢
przeprowadzi¢ oceny polowej odpornosci na maczniaka, poniewaz nie obserwowano
objawOw wystepowania tej choroby ani na ocenianym materiale, ani na zadnym ze
znajdujacych si¢ w kolekcji Katedry genotypie zyta.

Poniewaz nie wszystkie materialy do oceny zostatly przestane na czas dodatkowo
przeprowadzono drugie doswiadczenia szklarniowe w celu oceny podatnosci genotypow zyta
na porazenie przez Blumeria graminis.

Wyniki obserwacji porazenia maczniakiem prawdziwym tworza uklad nieciagly,
dlatego w celu przeprowadzenia analiz statystycznych przeprowadzono transformacje

wynikéw obserwacji uzyskanych w skali wykorzystujac wzor podany przez Wegrzyna i in.

(1996):
x'=arcsin /0,125 +1

Przeprowadzono takze charakterystyke molekularng i analiz¢ podobienstwa
genetycznego otrzymanych w poprzednim roku form zyta ozimego przy uzyciu markerow
molekularnych RAPD. Material badawczy stanowily licie mtodych siewek 28 form zyta
ozimego pochodzacych z Hodowli Roslin DANKO Sp. z o. 0. Odziaty Choryn i Laski.

Do izolacji catkowitego DNA z roslin wykorzystano metod¢ oczyszczania fenolem i
chloroformem opracowana przez Junghansa i1 Metzlaffa. Pobrane fragmenty lisci byty
rozcierane w probowkach Eppendorfa przy uzyciu cieklego azotu, a nastgpnie
przechowywane w temperaturze -70°C. Kolejne etapy izolacji wykonano zgodnie z
opracowana procedura. Oznaczenie ilosci oraz czystosci wyizlolowanego DNA
przeprowadzono przy uzyciu biofotometru firmy Eppendorff. [lo§¢ DNA zostata zmierzona
bezposrednio w roztworze wodnym. Pomiary wykonane zostaty poprzez zmierzenie absorpcji
fal $§wietlnych o dhugosci 230, 260, 280 i 320 nm. Przy dlugosci fali 260 nm znajduje sig
gléwne pasmo absorpcji dla oczyszczonego DNA, na podstawie tego odczytu okreslona

zostata ilos¢ wyizolowanego DNA. Do reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) uzyty zostat



termocykler Tprofessional Basic firmy Biometra. Amplifikacja byta prowadzona przy uzyciu
polimerazy Taq wraz z dodatkiem albuminy wolowej (BSA) firmy Fermentas. W reakcji PCR
uzyto nastepujacych primeréow: OPA 7, OPA 8, OPA 10, OPA 16, OPA 20 oraz OPY 18.

Do rozdziatu produktéw reakcji PCR uzyto elektroforezy agarazowej. Rozdzial byt
prowadzony w aparacie EC 330 o pojemnosci 120 ml i 40 studzienkach. Elektrolitem, w
ktorym prowadzona byla elektroforeza byt bufor TBE o pH 8,0 Po rozdziale zele byty
wybarwiane w bromku etydyny, a obrazy, na ktorych widoczny byt polimorfizm lub jego brak
otrzymano przy zastosowaniu kamery i $wiatta UV.

Podobienstwo genetyczne 1 dendrogram otrzymano przy uzyciu programu POPGENE
i TREEVIEW, przy uzyciu wzoru GS; (Nei i Li 1979) i zastosowaniu hierarchicznego
algorytmu analizy skupien (UPGMA). Profile genetyczne, ze wzglgdu na dominujacy
charakter markerow RAPD, zapisywano w uktadzie zero — jedynkowym, gdzie 1 oznacza
obecno$¢ prazka, a 0 — fenotyp null — bez prazka.

Warto$¢ podobienstwa genetycznego pomiedzy parami genotypdéw zostata obliczona wedtug
wzoru (GS;) [Nei i Li 1979]:
GSij= 2N;j/ (Ni + Nj)
gdzie: GS;j to warto$¢ podobienstwa miedzy genotypem i oraz j; Njj to liczba wspdlnych
prazkow dla i oraz j. N; + N; okreslaja liczbg wszystkich prazkow obecnych odpowiednio u

genotypOw 1 0raz j.

WYNIKI BADAN

Realizacja badan przebiegata zgodnie z harmonogramem. W przeprowadzonym tescie
szklarniowym ocena podatnosci na porazenie przez Blumeria graminis objeto ogotem 163
genotypy pochodzace z trzech stacji hodowli ro$lin (Choryn, Laski, Smolice) oraz Katedry
Genetyki, Hodowli Ro$lin i Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. W
pierwszym doswiadczeniu oceniono stopien porazenia maczniakiem prawdziwym rodow z
do$wiadczenia wstgpnego, Smolic oraz Katedry. Sredni stopien porazenia badanych
materialow zyta byt istotnie r6zny i wynosit od 1,3 do 3 (zgodnie z przyjeta czterostopniowa
skala podana wcze$niej). Wyniki oceny badanych genotypéw przedstawiono w tabeli 1.
Wsrod badanych materialow mozna wyrozni¢ formy wykazujace wyzsza odporno$¢ na
porazenie przez maczniaka od odmiany wzorcowej Bosmo, ktore uzyskato oceng 2. Byty to
jedynie dwa genotypy UP 08/2/130 (ocena 1,3) i UP 08/2/171 (ocena 1,3). Ponadto dwie
badane formy zyta dorownywaty odpornoscia odmianie Bosmo. Pozostale badane genotypy

nie wykazaly odpornosci na maczniaka prawdziwego w warunkach sztucznej inokulacji.



Przeprowadzono rdéwniez analiz¢ wariancji w celu sprawdzenia istotnosci
zréznicowania pod wzglgdem odpornosci na maczniaka badanych materiatéw zyta. Oceng
stopnia porazenia przeprowadzono w czterostopniowej skali bonitacyjnej, dlatego otrzymane
wyniki nie speinialty warunkéw koniecznych do wykonania analizy wariancji. W celu
uzyskania ciaglosci rozktadu oraz rozktadu normalnego wyniki surowe poddano transformacji
wedlug wzoru podanego przez Wegrzyna in. 1996. Dopiero otrzymane po transformacji
wyniki poddano obliczeniom statystycznym. Wykonana analiza wariancji pozwolita na
odrzucenie hipotezy zerowej o braku zréznicowania genotypoéw pod wzgledem odpornosci.
Stwierdzono, zatem r6zna podatno$¢ badanych genotypdéw zyta ozimego na porazenic przez
maczniaka prawdziwego (tabela 3).

Na podstawie $rednich warto$ci z oceny porazenia przez maczniaka podzielono
genotypy zyta na grupy jednorodne przy pomocy testu Duncana. Wyodrgbnienie grup
jednorodnych genotypéw odbywalo si¢ na wartosciach przetransponowanych, natomiast w
tabeli 3 zestawiano rowniez warto$ci po ponownym ich przeliczeniu na skale oceny. Test
Duncana pozwolil na podziat ocenianych genotypow zyta ozimego na pi¢c¢ rozdzielnych grup
jednorodnych. Na wyrdznienie zastuguja formy UP 08/2/130 i UP 08/2/171, ktore znalazty sig
jedynie w pierwszej grupie jednorodnej genotypéw zyta o najwyzszej odpornosci na
maczniaka prawdziwego. Genotypy UP 08/107 i UP 08/2/140 utworzyly wraz z odmiang
Bosmo druga grupg jednorodna form o0 nieco nizszej, jednak na poziomie odmiany
wzorcowej, odpornosci. Pozostale badane genotypy wykazaty istotnie nizsza odporno$¢ od
odmiany wzorcowej Bosmo.

Wsrdéd badanych materiatow Zyta nie stwierdzono wystgpowania form catkowicie
odpornych na macznika prawdziwego (Blumeria graminis), jednak na uwage jako zrodto
odpornosci, ktore nie obnizaja wartosci cech uzytkowych moga by¢é wykorzystane w
programach krzyzowan UP 08/2/130 i UP 08/2/171.

Wsrod drugiej grupy testowanych genotypow wystapito 14 ocenionych lepiej od
odmiany wzorcowej Bosmo. Na uwage zasluguje genotyp CHD Ma 53, wykazujacy duza
odporno$¢ na maczniaka prawdziwego, ktory w jednym powtodrzeniu otrzymat oceng
najwyzsza, a w drugim oceng 1. Wigkszo$¢ z badanych form Zzyta wykazywata wigksza
wrazliwo$¢ na porazenie maczniakiem prawdziwym od odmian wzorcowych Bosmo i
Dankowskie Diament. Wykonana analiza wariancji wykazata istotne zréznicowanie badanych
genotypow zyta pod wzgledem odpornosci na porazenie przez maczniaka prawdziwego.
Poréwnanie $rednich obiektow testem Duncana pozwolito na podzial genotypdéw zyta na

cztery zachodzace na siebie grupy jednorodne. Do pierwszej grupy najbardziej odpornych na



maczniaka prawdziwego form zaliczono CHD Ma 53, a do drugiej CHD Ma 43. Pozostale
badane genotypy wykazuja odporno$¢ na poziomie lub ponizej odmian.

Na bazie otrzymanych w poprzednim roku rodow CHD Ma 9 i CHD Ma 19 i CHD Ma
24 wykazujace najwigksza odporno$¢ na maczniaka przekrzyzowano z wtasnymi materiatami
zyta posiadanymi w kolekcji Katedry. Wyniku tego programu krzyzowan uzyskano nowe
populacje mieszancéw, z ktérych mozna bedzie wyprowadzi¢ warto$ciowe odporne materialy
wyjsciowe.

W celu uzyskania informacji o genach odpornosci na maczniaka prawdziwego oraz
przeprowadzi¢ ich identyfikacje w materiatach bedacych w posiadaniu Katedry i hodowcow,
przeprowadzona zostanie ich charakterystyka molekularna oraz dokonana zostanie proba
opracowania skutecznego systemu weryfikacji tych materiatdw przy pomocy markerow
molekularnych. Wykorzystujac znane z literatury markery SSR do gendéw odpornosci na
maczniaka (Pm), przy uzyciu posiadanych sekwencji primeréw do genéw Pm4, Pm5a-5e i
Pm37 przeprowadzona zostanie identyfikacja tych genéw w materiatach zyta ozimego. W
tym celu z siewek zyta przed ich inokulacja zostal pobrany materiat do izolacji DNA.
Wykorzystane zostana nastgpujace markery SSR:

1/ dla Pm4

marker Xgwm611

Forward
5-CATGGAAACACCTACCGAAA-3'
Reverse
5-CGTGCAAATCATGTGGTAGG-3'

2/ dla Pm5 -dla wszystkich alleli-od Pm5a do Pmb5e
Xgwm5s77

5 ATGGCATAATTTGGTGAAATTG 3

5 TGTTTCAAGCCCAACTTCTATT 3
Xwmc581

Forward 5'-CATgTTgccATcAAAcTcge-3'

Reverse 5'-gctaT TQACATgcAACTATggAcct-3'

3/ dla Pm37
Xgwma332



Forward primer:5'-AGCCAGCAAGTCACCAAAAC-3'

Reverse primer:5-AGTGCTGGAAAGAGTAGTGAAGC-3'

Pozwoli to na weryfikacj¢ materiatdw zyta pod katem obecno$ci genéow odpornosci na
maczniaka prawdziwego.

Przeprowadzono takze charakterystyke molekularng i analize podobienstwa
genetycznego otrzymanych w poprzednim roku form zyta ozimego przy uzyciu markerow
molekularnych RAPD. Zastosowane startery RAPD wygenerowaty ponad 40 polimorficznych
markerow. Najwigksza liczba wygenerowanych markerow charakteryzowat si¢ starter OPA16
dajac 14 produktow amplifikacji. Najmniej rdznicujacych markerow wytworzyly startery
OPAS8 oraz OPA20 dajac po 7 produktow amplifikacji.

Na rysunkach 1- 3 przedstawiono przyktadowe wyniki rozdzialu produktow
amplifikacji DNA linii Zyta ozimego przy zastosowaniu roznych primerow. Prazki widoczne
na rysunkach sa charakterystyczne dla produktu amplifikacji i okreslonej wielkosci par zasad.
Czg$¢ prazkow jest wspolna dla wszystkich genotypdéw, a niektore sa tzw. prazkami
charakterystycznymi tylko dla okreslonego genotypu.

Profile genetyczne, ze wzgledu na dominujacy charakter markeréw RAPD, zapisywano
w ukladzie zero — jedynkowym, gdzie 1 oznacza obecnos¢ prazka, a 0 — fenotyp null — bez
prazka. Podobienstwo genetyczne i dendrogram otrzymano przy uzyciu programu POPGENE
i TREEVIEW, przy uzyciu wzoru GSj (Nei i Li 1979) i zastosowaniu hierarchicznego
algorytmu analizy skupien (UPGMA).

Obliczanie podobienstwa genetycznego pordéwnywanych genotypow, linii, czy odmian
sprowadza si¢ do ustalania czgstosci wspolnych prazkow. Wsrod dystansow uzyskanych na
podstawie analiz RAPD najwigksza warto$¢ dzielita linie CHDMA 8 i CHDMA 23. Dystans
genetyczny pomigdzy tymi liniami wynosit 1,0473. Najmniejsza odleglo$¢ genetyczna
odnotowana zostala dla linit CHDMA 16 i CHDMA 17, dystans wynosit 0,0357.

Uzyskany na podstawie rozdziatu elektroforetycznego dendrogram podobienstwa (rys.
4) genetycznego wykazuje duze podobienstwo badanych form zyta. Posiadaja one dos¢
jednorodna struktur¢ genowa pod wzgledem zastosowanych markerow RAPD. Otrzymany
dendrogram rozdzielil badane genotypy na dwie gtowne grupy skupien. Podziat ten moze
stanowi¢ wskazowke przy doborze materiatow wyjSciowych do hodowli nowych
heterozyjnych odmian zyta. Sposréod badanych genotypow zyta najwigksza odlegloscia
genetyczng od pozostatych wykazala forma CHD Ma 8, ktora stanowi odregbna grupe

filogenetyczna. Sposrod zastosowanych starteréw najwigcej polimorficznych prazkow



roznicujacych badane genotypy zyta dat OPA16, natomiast startery OPA8 i OPA20 nie
réznicowaly, badz réznicowaly w niewielkim stopniu badane genotypy zyta ozimego.
CELE PROJEKTU:

Ocena odpornosci na maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis) genotypow zyta pod
wpltywem sztucznej inokulacji.

Wyprowadzenie form odpornych na tego patogenna i przekazanie ich do kolekcji materiatéw
wyjsciowych.

Izolacja DNA z siewek zyta w celu identyfikacji gendéw odpornosci na maczniaka
prawdziwego.

Wykorzystanie markeréow molekularnych do identyfikacji genéw odporno$ci na maczniaka
prawdziwego (Pm) w materiatach zyta.

Opracowanie skutecznego systemu weryfikacji materiatbw genetycznych zyta pod katem

genow odpornosci na maczniaka prawdziwego przy pomocy markerow molekularnych.

Dr hab. Henryk Bujak prof. nadzw.
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Rozdziat produktow amplifikacji dla genotypow zyta przy uzyciu startera OPA16
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Rys. 3.
Rozdzial produktéw amplifikacji dla genotypdéw zyta przy uzyciu startera OPA20
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Podobienstwo genetyczne pomigdzy badanymi formami Zyta ozimego
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