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6. Informacja o realizacji prac w roku 2013
a) Materiaty i metody:

Material badawczy stanowity przekazane przez hodowcéw materialty hodowlane zyta ozimego
oraz odmiany Bosmo i Dankowskie Diament, ktére stanowity wzorce.
1. Rody z do$§wiadczen wstepnych. 48 obiektéw, w tym 2 odmiany wzorcowe;
2. Formy zyta ozimego przekazane przez:
2.1. DANKO Hodowla Roslin Sp. z o. o.
CHD Ma 205 — CHD Ma 244,
LAD 78- LAD 177,
SOA Macz113 — SOA Ma 159
2.2. Poznanska Hodowla Roslin Sp. z o.0.
WS1/12 — WS15/12
NS1/12 — NS 80/12
WM18R — WM 50R
2.3 Linie wsobne Katedry Genetyki, Hodowli Ro$lin i1 Nasiennictwa Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu
UP1/2 — UP270

W roku 2013 lacznie poddano testowaniu na odporno$¢ na maczniaka prawdziwego i rdz¢
brunatng 472 genotypy zyta ozimego. Byly to dostarczone przez hodowcow linie wsobne,
populacje oraz odmiany wzorcowe (Bosmo, Dankowskie Diament) oraz wlasne linie wsobne z
pochodzace z kolekcji Katedry Genetyki, Hodowli Ros$lin i Nasiennictwa Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu.

Oceng podatnosci genotypéw zyta na porazenie przez Blumeria graminis
przeprowadzono w doswiadczeniu szklarniowym zgodnie z metodyka przedstawiona w pracy
Zamorski i wsp. (1994). Postugiwano si¢ czterostopniowa skala porazenia (1-4), gdzie 1 —
oznaczato brak objawow natomiast 4 — bardzo silne porazenie z koloniami maczniaka
zajmujacymi 75-100% powierzchni blaszek lisciowych. Szklarniowe do$wiadczenia infekcyjne
przeprowadzano wykorzystujac do tego celu polowa populacje patogena utrzymywana na
siewkach wrazliwej odmiany zyta. Materiat z namnozona populacja maczniaka prawdziwego



otrzymano z Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR. Inokulacj¢ przeprowadzano w
fazie trzech liSci metoda ,,miotetkowa”. Nastgpnie rosliny umieszczano w kamerze o wysokiej
wilgotnosci. Dodatkowo obok ocenianego materialu ustawiono rosliny z namnozonym
patogenem, co sprzyjalo porazaniu. Stopien porazenia roslin oceniano po dwoéch tygodniach od
inokulacji, postugujac si¢ wspomniana skala porazenia roslin.

Oceng podatnosci genotypdéw zyta na porazenie przez rdz¢ brunatng (Puccinia recondita)
wykonano metoda laboratoryjna. Na szlakach Petriego przygotowano pozywke skradajaca si¢ z
agaru z dodatkiem benzimidazolu. Liscie dziesigciodniowych siewek zyta uktadano na pozywce,
a nastgpnie infekowano przegotowanym wczesniej inokulatem rdzy brunatnej. Material do
inokulacji zbierano w roznych miejscowosciach (Wroctaw, Smolice, Kondratowice), aby
otrzymac szeroka populacj¢ zarodnikow patogena. Oceny porazenia dokonywano po dziesig¢ciu
dniach od inokulacji. Oceny dokonano w skali czterostopniowej, gdzie 1 — brak porazenia, a 4 -
silne objawy porazenia rdza brunatna na li$ciu.

Ponadto w celu poszukiwania genotypow odpornych na obydwa patogeny wykonano
obserwacje stopnia porazenia linii wsobnych w warunkach polowych pod wptywem naturalnej
inikulacji. Obserwacje wykonano w ogdlnie przyjetej przez hodowcdéw i oceng odmian 9-Cio
stopniowej skali bonitacyjnej, gdzie 9 oznacza catkowita odporno$¢, brak objawoéw porazenia, a
1 silna podatnos$¢, czyli objawy porazenia ro$lin wystepuja na 75-90 % powierzchni lisci.

Do statystycznego opracowania wynikow obserwacji przeprowadzono transformacje
wynikdw, w celu uzyskania ciaglo$ci oraz rozkladu normalnego, gdyz obserwacje tworzyty
nieciagly uktad warto$ci. Wyniki surowe poddano transformacji, a przetransformowane wyniki
poddano analizom statystycznym. Przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji zgodnie z
modelem kompletnej randomizacji (ANOVA) w celu sprawdzenia istotnosci zroznicowania pod
wzgledem odpornosci na maczniaka prawdziwego badanych materiatow zyta ozimego.
Transformacj¢ wynikow obserwacji uzyskanych w skali wykorzystujac wzoér podany przez
Wegrzyna i in. (1996):

X'=arcsin (/0,125(( +1::

W celu poszukiwania markerow molekularnych sprzgzonych z genami odpornosci na
maczniaka prawdziwego i rdze brunatna u przestanych przez hodowcow form Zyta ozimego
wyizolowano DNA genomowe. Poniewaz dla Zyta nie ma opracowanych markerow
molekularnych sprzgzonych z genami odporno$ci na maczniaka prawdziwego sprawdzano
przydatnos¢ kolejnych markeréw opracowanych dla innych zb6z, w tym pszenicy 1 pszenzyta.

Do izolacji catkowitego DNA z rosélin wykorzystano metodg¢ oczyszczania fenolem i
chloroformem opracowana przez Junghansa i Metzlaffa. Do rozdziatu produktow reakcji PCR
uzyto elektroforezykapilarnej. Rozdzial prowadzono za pomoca systemu do rozdziatu
kapilarnego Qiaxcel na zelach High Resolution. Analizom molekularnym poddawano genotypy
zyta najmniej podatne na porazenie maczniakiem prawdziwym, a nastgpnie wykonywano
amplifikacj¢ dla genotypdéw wrazliwych, w celu analizy r6znic uzyskiwanych produktow.

b) Szczegdlowe omowienie wykonanych prac i uzyskanych wynikow (tacznie dla
wszystkich Pracowni realizujacych temat).



Celem badan byta identyfikacja zrodet genetycznej odpornosci na aktualnie wystepujace
rasy maczniaka prawdziwego oraz rdzy brunatnej w liniach, odmianach 1 rodach zyta ozimego.
Wykonano oceny odpornosci genotypow zyta ozimego W warunkach szklarniowych i
laboratoryjnych wykorzystujac sztuczna inokulacje oraz w warunkach polowych pod wptywem
naturalnej presji patogenow. Wyizolowane DNA genomowe postuzylo do poszukiwania
markeréw molekularnych sprzezonych z genami odpornosci na maczniaka prawdziwego i rdze
brunatng. W tym celu wykorzystano znane z literatury informacje na temat markerow
molekularnych sprz¢zonych z genami odporno$ci na rdze¢ brunatng oraz na maczniaka
prawdziwego.

Harmonogram prac w biezacym roku sprawozdawczym byt realizowany zgodnie z planem i
obejmowat:

. oceng porazenia genotypOw zyta ozimego przez maczniaka prawdziwego w warunkach
sztucznej inokulaciji,

. oceng porazenia genotypOw zyta ozimego przez rdzg brunatnag w warunkach sztucznej
inokulaciji,

. oceng porazenia genotypow zyta ozimego przez maczniaka prawdziwego i1 rdz¢ brunatna
w doswiadczeniu polowym pod wptywem naturalnej infekcji,

. izolacj¢ genomowego DNA zZyta ozimego z kolekc;ji linii, odmian i rodow,

. poszukiwanie gendw odporno$ci na maczniaka prawdziwego u badanych form zyta z
wykorzystaniem markeréw molekularnych,

. poszukiwanie genow odpornosci na rdz¢ brunatng u badanych form zyta z

wykorzystaniem marker6w molekularnych.
W jakim stopniu cel badania zostat osiagnigty

W roku biezacym wykonano oceng odpornosci na maczniaka prawdziwego (Blumeria
graminis) oraz rdze brunatna (Puccinia recondita) w przestanych przez hodowcow materiatach
genetycznych zyta ozimego. Otrzymano takze nowe populacje Zyta o poprawionej odpornosci,
ktore moga stanowi¢ material wyjSciowy do wyprowadzania linii 1 populacji odpornych na
maczniaka prawdziwego. Z materialow przestanych przez hodowcéw wyizolowano DNA
genomowe, ktore postuzy do poszukiwania markeréw molekularnych sprzgzonych z genami
odpornosci na maczniaka prawdziwego i rdzg brunatna

Realizacja badan przebiegata zgodnie z harmonogramem. W przeprowadzonych testach
szklarniowych ocena podatnosci na porazenie przez Blumeria graminis i Puccinia recondita
objeto ogotem 472 genotypy pochodzace ze stacji hodowli roslin (Choryn, Laski, Sobiejuchy,
Nagradowice, Smolice) oraz materiaty nalezace do Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.
W pierwszym do$wiadczeniu oceniono stopien porazenia maczniakiem prawdziwym rodéw z
doswiadczenia wstgpnego. Analizie poddano 46 rodow oraz 2 odmiany wzorcowe (Bosmo,
Dankowskie Diament). Sredni stopien porazenia badanych materiatéw zyta, zgodnie z przyjeta
czterostopniowq skala oceny, nie byt mocno zréznicowany, chociaz wykazat statystyczne istotne
zréznicowanie i wynosit od 1,67 (rody DC 28, DC 1123, DC 1140, HRSM 50, HRSM 58) do 3
(11 obiektow). W celu zweryfikowania hipotezy o braku zréznicowania badanych obiektow pod
wzgledem odpornosci na maczniaka prawdziwego na warto$ciach podatnych transformacji
wykonano analize wariancji. Srednie kwadraty z analizy wariacji wykazaly istotno§é
zrdznicowania badanych genotypow pod wzgledem tej cechy (tabela 2).



Przy uzyciu testu Duncana poréwnano S$rednie warto$ci ocen porazenia przez maczniaka, co
umozliwitlo na podzial badanych genotypéw zyta na pie¢ zachodzacych na siebie grup
jednorodnych. Wyodregbnianie grup jednorodnych genotypéw odbywato si¢ na wartosciach
przetransponowanych, natomiast w tabeli 3 zestawiano dodatkowo wartosci po ponownym ich
przeliczeniu na skal¢ oceny. Podana warto$§¢ najmniejszej istotnej roznicy (NIR) dotyczy
wartosci poddanych transformacji.

Wsrod badanych rodow z doswiadczenia wstgpnego mozna wyrdzni¢ piec, ktore wykazaty
wyzsza odpornos$¢ na porazenie przez maczniaka od najmniej porazonej odmiany wzorcowej
(Bosmo). Sa to rody DC 28, DC 1123, DC 1140 i HRSM 50, HRSM 58, ktore uzyskaty srednia
oceng na poziomie 1,67 1 zaliczono je do pierwszej grupy jednorodnej. Ponadto rody DC 1167,
DC 1168 i RPD 410 wykazywaly odpornos¢ na poziomie odmiany Bosmo i takze zostaty
zaliczone do pierwszej grupy jednorodne;.

Wsrdéd badanych materiatow Zyta nie stwierdzono wystgpowania form catkowicie
odpornych na macznika prawdziwego (Blumeria graminis), jednak na uwagg, jako potencjalne
zrodto odpornosci, ktore nie bedzie obnizato plonu 1 wartosci innych cech uzytkowych moga by¢
wykorzystane rody DC 28, DC 1123, DC 1140, HRSM 50 1 HRSM 58, ktore charakteryzuja sig¢
istotnie wyzsza odpornoscia od odmian wzorcowych.

Warto$ci ocen odpornosci na maczniaka prawdziwego pod wyplywem sztucznej
inokulacji 125 genotypow zyta przestanych przez hodowcow zestawiono w tabeli 4. Wzorcami
odpornosci byly populacyjne odmiany Bosmo i Dankowskie Diament. Oceny nie udalo si¢
przeprowadzi¢ dla czterech genotypow zyta ozimego, dla ktérych nie uzyskano wschodow roslin.
Wigkszo$¢ badanych genotypdéw zyta byla podatna na porazenie przez maczniak prawdziwy,
jednak stwierdzono takze formy odporne.

Wykonana analiza wariancji wykazata istotne zrdznicowanie badanych genotypoéw zyta pod
wzgledem ich odporno$ci na porazenie przez maczniaka prawdziwego (tabela 5). Poréwnanie
srednich obiektowych testem Duncana pozwolito na podziat badanych genotypow Zyta na pigé
zachodzacych na siebie grup jednorodnych (tabela 6). Wsrdd tej grupy testowanych genotypow
przestanych do badaf przez hodowcow wystapity obiekty o wysokiej odpornosci, ktore uzyskaty
srednig oceng 1. W sumie bylo dziewig¢ takich genotypoéw: CHD Ma 222, CHD Ma 223, CHD
Ma 224, CHD Ma 227, CHD Ma 233, CHD Ma 239, CHD Ma 240, SOA Macz 117 oraz SOA
Macz 146.Genotypy te oraz kolejnych pig¢ zaliczono do pierwszej grupy jednorodnej form o
najmniejszym stopniu porazenia przez maczniaka prawdziwego. Duga grupg jednorodna
genotypow o wysokiej odpornosci uzupetnia kolejnych siedem genotypdéw. Grupy pierwsza i
druga zachodza na siebie. Na uwagg zastuguja przede wszystkim genotypy z pierwszej grupy
jednorodnej, charakteryzujace si¢ wysoka odporno$cia na maczniaka prawdziwego, ktére moga
stanowi¢ dobry materiat wyj$ciowy do hodowli odmian odpornych na tego patogena. Pozostate
badane genotypy nie wykazywaty dobrej odpornos$ci na maczniaka prawdziwego i1 byly silnie
porazane.

Analizujac stopien porazenia li§ci przez rdz¢ brunatng w warunkach sztucznej inokulacji mozna
stwierdzi¢, ze badane genotypy nie charakteryzowaty si¢ pozadana odpornoscia na tego patogena.
W zestawieniu przedstawionym w tabeli 7 wigkszo$¢ z 219 badanych genotypdéw byto podatnych
na porazenie i zostaty ocenione na 3 lub 4 w uzytej czterostopniowej skali porazenia.

Wystapity takze dwa obiekty bez §ladow zarodnikow rdzy brunatnej na liSciach (NS 16/12, NS
17/12), ktére mozna uznaé za odporne na porazenie przez tego patogena oraz osiem obiektow
tolerancyjnych ocenionych na 2 w przyjetej skali (CHD Ma 237, CHD Ma 238, CHD Ma 213,
WS 14/12, WS 15/12, NS 19/12, NS 20/12, NS 80/12). Z informacji literaturowych mozna



wywnioskowaé, ze istnieje wysoka korelacja pomigdzy odpornoscia okre§lona metoda
laboratoryjna a polowa odpornos$cia na rdz¢ brunatna.

W tabeli 8 przedstawiono oceny porazenia badanych genotypéw w warunkach sztucznej
inokulacji przez obydwa patogeny. Wynika z niej, ze genotypy mniej podatne na porazenie przez
jeden z patogenow sa silniej porazane przez drugi z nich. Na wyrdznienie zastuguja jedynie trzy
genotypy o S$rednim poziomie odpornosci zaréwno na maczniaka prawdziwego, jaki rdze¢
brunatna. Sa to CHD Ma 213, CHD Ma 237 1 CHD Ma 238, ktore w obydwu testach odpornosci
uzyskaty oceny 2.

W doswiadczeniu polowym przeprowadzono ocen¢ stopnia porazenia 205 linii Zyta
ozimego przez maczniaka prawdziwego i1 rdz¢ brunatng w warunkach naturalnej infekcji. Wyniki
tych ocen zestawiono w tabeli 9. Wsrdd badanych genotypdéw byto 13 linii catkowicie odpornych
na maczniaka prawdziwego (ocena 9) oraz 45 linii w duzym stopniu tolerancyjnych na porazenie
przez tego patogena. Niestety zupehie inaczej wygladaja oceny stopnia porazenia tych linii przez
rdzg brunatna. Najwyzsze oceny (6 w 9-cio stopniowej skali) uzyskaly jedynie cztery linie UP
51/1, UP 110, UP 113 i UP 116, a kolejne dwie UP 27/1 i UP 117 uzyskaly oceny 4.
Wymienione linie mozna uzna¢ za $rednio tolerancyjne na porazenie przez tego patogena.
Pozostate linie byty bardzo mocno porazone przez rdz¢ brunatng. Biezacy rok byt sprzyjajacy
pojawieniu si¢ 1 silnemu rozprzestrzenianiu si¢ chordb pochodzenia grzybowego, dlatego
wigkszo$¢ badanych genotypéw bylo silnie porazonych przez rdzg brunatna w warunkach
polowych. Podobnie jak w warunkach sztucznej inokulacji trudno jest znalez¢ genotypy Zyta o
rdz¢ brunatna, charakteryzowaty si¢ podobna tolerancja na maczniaka prawdziwego. Oceny
porazenia tych linii przez maczniaka prawdziwego wynosily od 5 do7. Poniewaz wsrod
przebadanych materiatdéw zyta ozimego nie ma form catkowicie odpornych, dlatego istnieje pilna
potrzeba poszukiwania nowych genéw odporno$ci i wprowadzania ich do materiatlow
hodowlanych. Uzyskane wyniki potwierdzaja konieczno$¢ intensyfikacji badan nad
poszukiwaniem nowych zrodet odpornosci zyta na badane patogeny.

Poszukiwanie markerow sprzezonych z genami odpornosci na maczniaka prawdziwego

Nastgpnie wybrano genotypy zyta o najnizszej odpornosci oraz 11 genotypoéw
charakteryzujacych si¢ najwyzsza odpornoscia na porazenie maczniakiem prawdziwym: CHD
Ma222, CHD Ma223, CHD Ma224, CHD Ma244, CHD Ma227, CHD Ma233, CHD Ma239,
CHD Ma240, SOA Macz177, SOA Macz146

Z genotypow tych wyizolowano DNA do dalszych analiz molekularnych. Wybrane
genotypy testowane byty na obecno$¢ markeréw sprzgzonych genami odpornosci na maczniaka
prawdziwego. W celu sprawdzenia poprawnosci analiz molekularnych w biezacym roku
zgromadzono kolekcj¢ linii posiadajacych poszukiwane u Zyta geny Pm. Wspomniane wyzej
odmiany i linie postuza w badaniach molekularnych jako formy referencyjne, dla wykazania
swoistosci przeprowadzonych reakcji PCR. W sprawozdaniu za rok poprzedni podano sekwencje
starterowe markerow specyficznych i sprz¢zonych z poszczegdlnymi genami odpornosci, nazwy
linii referencyjnych i zrodta literaturowe ich pochodzenia. W tabeli 1 przedstawiono oceng
odpornosci na maczniaka prawdziwego zgromadzonych linii i odmian referencyjnych z
poszczegolnymi genami odpornosci na maczniaka prawdziwego. W warunkach sztucznej
infekcji efektywna pelna odpornos¢ wykazato 9 z 16 zgromadzonych form referencyjnych. Nie
obserwowano u nich zadnych objawow porazenia. Pozostate formy byly w niewielkim stopniu
porazone, co wskazuje na stopniowe przetamywanie ich odpornosci.
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Fot.1 Rozdzial elektroforetyczny produktéw amplifikacji z zastosowaniem starterow wlasciwych
dla wykrywania markeréw) sprz¢zonych z genami Pm3A-Al, Pm3c-A2, Pm3d-A3, Pm3e-A4,
Pm3f-A5, Pm3g-A6, Pm 4- A8, A9.

Posiadajac informacje naukowe dotyczace markerow molekularnych sprzgzonych z
genami odpornosci na maczniaka prawdziwego u innych gatunkow zboz, a zwlaszcza pszenicy
mozliwe bylo przeprowadzenie analizy obecnosci wybranych markerow wsréd badanych
genotypow zyta ozimego. Postanowiono, podobnie jak w przypadku pszenzyta (Kowalczyk 1 in.
2011), wykorzysta¢ markery molekularne okreslone jako sprzezone z poszczegdlnymi genami
odpornosci Pm u pszenicy.

Dla wybranych linii wsobnych zyta o najnizszym i1 o najwyzszym stopniu porazenia
maczniakiem prawdziwym przeprowadzono analizy molekularne stosujac odpowiednie startery.
Przeprowadzona analiza produktow amplifikacji dla linit wykazujacych odpornos¢ (tolerancje) i
wrazliwych na porazenie prze maczniaka prawdziwego z zastosowaniem w reakcjach PCR
starterow wtasciwych dla poszukiwanych markeréw molekularnych, wykazata:

- brak produktoéw amplifikacji,

- obecnos¢ produktow amplifikacji o oczekiwanej wielkosci, wraz z dodatkowymi

niespecyficznymi produktami,

- obecnos$¢ niespecyficznych produktéw amplifikacji,

- obecnos$¢ produktow o oczekiwanej wielkosci.

W reakcjach PCR z okreslonymi dla genéw odpornosci starterami zawsze braty udziat
rowniez linie 1 odmiany referencyjne pszenicy, w celu stwierdzenia swoistosci otrzymanych
produktéow amplifikacji. Obecno$¢ prazka o oczekiwanej wielkosci u linii lub odmiany
referencyjnej Swiadczyto o wtasciwych warunkach reakcji PCR.

Dla przeprowadzonych rekcji PCR z zastosowaniem starterow wtasciwych dla markera
specyficznego dla genu Pm3f otrzymano produkty o oczekiwanej wielkoSci zaréwno u linii
odpornych jak i wrazliwych na porazenie maczniakiem prawdziwym, jednak w tym przypadkach
wystapity takze dodatkowe produkty amplifikacji. Powstawanie niespecyficznych produktow
amplifikacji stwierdzono rowniez dla rekcji PCR przeprowadzonych z zastosowaniem starterOw



wiasciwych dla markerow: STS638 (Pml), specyficznego dla Pm3b, specyficznego dla Pm3c,
specyficznego dla Pm3d, specyficznego dla Pm3g.
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Fot.2 Rozdziat elektroforetytczny produktow amplifikacji z wykorzystaniem starteréw
specyficznych spzgzonych z genem Pm3b (B1-B11 — genetypy Zyta o najwyzszej odpornosci na
porazenie maczniakiem prawdziwym).

Analiza uzyskanych produktow amplifikacji dla markerow: Xcfd81-5D (Pm2),
specyficznego dla Pm3a, Xgwmc356 (Pmda), ResPm4 (Pm4), Xgwm159 (Pm16), 1AG95
(Pm17), Xbarcl44 (Pm34), Xwmc4l (Pm43) wykazata obecno$¢ markera o przewidywanej
wielkosci jednak marker ten stwierdzono zaré6wno ws$rdd linii wsobnych o najnizszym jak i o
najwyzszym stopniu porazenia maczniakiem prawdziwym.

Przeprowadzone analizy molekularne wskazuja, ze sposrod wszystkich przebadanych
markeréw molekularnych sprz¢zonych z genami odporno$ci na maczniaka prawdziwego u
pszenicy, jedynie marker ResPm4 wystepuje tylko u genotypéw zyta ozimego odpornych na
porazenie maczniakiem prawdziwym. Marker ten moze by¢ wykorzystywany do selekcji
materiatdéw hodowlanych zyta z genem odpornosci Pm4 na maczniaka prawdziwego.
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Fot.3 Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji z zastosowaniem starterow wlasciwych
dla markera ResPm4 dla genotypéw zyta ozimego o najmniejszej podatnosci na porazenie
maczniakiem prawdziwym C1-C8 (kolejno CHD Ma 222, CHD Ma 223, CHD Ma224, CHD
Ma227, CHD Ma239, SOA Macz 117, SOA Macz 146, CHD Ma240)

Na uwage =zastuguja takze markery dajace specyficzne produkty amplifikacji
charakterystyczne dla markeréw sprz¢zonych z genami odpornosci Pm2, Pmda, Pm16, Pm17,
Pm34 i Pm43, ale byly one stwierdzane zar6wno u genotypow tolerancyjnych, jak i wrazliwych
na porazenie przez maczniaka prawdziwego. Wykazanie obecno$ci markeréw sprzg¢zonych z
tymi genami moze $wiadczy¢ o ich obecnosci u analizowanych linii Zyta ozimego, jednak nie
warunkuja one odporno$ci na zastosowana do sztucznej inokulacji populacje patogena.

Poszukiwanie markerow sprzezonych z genami odpornosci na rdz¢ brunatna

Do analizy, ktorej wyniki przedstawione zostaly ponizej, wykorzystane zostalo DNA
genotypow wykazujacych najwyzsza odpornos¢ w testach laboratoryjnych oraz genetypy o
najnizszej odpornosci na porazenie rdza brunatna. Najwyzsza odpornosci acharakteryzowaty si¢
genotypy: CHD Ma213, CHD Ma234, CHD Ma235, WS 12/14, WS 15/12, NS 16/12, NS 17/12,
NS 19/12, NS 20/12, NS 80/12, WS 13/13. Na podstawie otrzymanych wynikow, po
dopracowaniu warunkdéw, ustalone zostaly sktady mieszanin reakcyjnych i profile termiczne dla
poszczegolnych par starterow. Startery do reakcji amplifikacji zostaly juz przetestowane i
okreslone jako sprzezone z genami odporno$ci na rdz¢ przez Nocente 1 wsp. 2007 (Euphytica
2007 155:329-336). Testowane startery stworzone zostaly na bazie sekwencji genéw zwigzanych
z odpornos$cia na rdzg brunatna u zyta (geny oznaczone LR) oraz u pszenicy (geny
oznaczoneTC).



W analizach zastosowane zostaly stratery stworzone na bazie sekwencji gendéw
zwiazanych z odpornoscia na rdzeg brunatna u zyta (geny oznaczone LR) oraz u pszenicy (geny
oznaczoneTC): Lrl, Lr9, Lr24, Lr47, Lr10, TC680078, TC72745, TC76051 oraz TC77841.
Wyniki reakcji PCR z zastosowaniem starterow  Lrl, Lr9, Lr24, Lr47, nadal nie daja
jednoznacznych wynikéw poniewaz amplifikacja produktu nastgpuje zréwno u form podatnych
jak i odpornych na porazenie rdza.

W grupie starterow zwigzanych z genami odpornosci u pszenicy wyrozniat si¢ marker
sprzezony z genem odporno$ci na rdze¢ TC72745. W wyniku reakcji amplifikacji uzyskiwano
markery o pozadanej wielkosci u form o najwyzszej odpornosci na porazanie w warunkach
laboratoryjnych. Nie obserwowano wystegpowania markera u form podatnych na porazenie rdza
brunatna.
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Fot. 4 Rozdzial elektroforetyczny produktow amplifikacji z zastosowaniem starteréw wlasciwych
dla markera TC72745 dla genotypow zyta ozimego o najmniejszej podatnosci na porazenie
maczniakiem prawdziwym A2 — Al2 (kolejno:CHD Ma213, CHD Ma234, CHD Ma235, WS
12/14, WS 15/12, NS 16/12, NS 17/12, NS 19/12, NS 20/12, NS 80/12, WS 13/13)

Powinien on jednak zosta¢ sprawdzony na wigkszej liczbie genotypow odpornych w celu
weryfikacji jego stabilnosci.



Najwazniejsze osiagnigcia.

Wsrod badanych rodow hodowlanych zyta nie stwierdzono wystgpowania form
calkowicie odpornych na macznika prawdziwego (Blumeria graminis), jednak na uwage
jako zrédta odpornosci moga zostaé wykorzystane rody DC 28, DC 1123, DC 1140,
HRSM 50 1 HRSM 58, ktore wykazaly istotnie wyzsza odpornos¢ od odmian
wzorcowych i nie beda obnizaty plonu ani wartosci innych cech uzytkowych.

Wsrod grupy testowanych genotypdéw przestanych do badan przez hodowcdw znaleziono
obiekty, ktore wykazywaty wysoka odporno$¢ na maczniaka prawdziwego. Byto dziewigc¢
takich genotypéw: CHD Ma 222, CHD Ma 223, CHD Ma 224, CHD Ma 227, CHD Ma
233, CHD Ma 239, CHD Ma 240, SOA Macz 117 oraz SOA Macz 146, ktére moga
stanowi¢ dobry material wyjsciowy do wyprowadzania odmian odpornych na tego
patogena.

Cenny material wyjsciowy do programéw hodowli odpornosciowej zyta ozimego na
maczniaka prawdziwego (Bumeria graminis f. sp. secalis) moga stanowi¢ linie UP1/2,
UP2/1, UP3/2, UP8/2 UP10/2, UP 15/1, UP15/2, UP24, UP25, UP36, UP132, UP153 i
UP212, ktore charakteryzowaly si¢ pelna polowa odpornoscia na porazenie przez tego
patogena.

Udato si¢ znalez¢ dwa obiekty bez §ladow zarodnikow rdzy brunatnej na lisciach (NS
16/12, NS 17/12), ktéore mozna uzna¢ za odporne lub wysoce tolerancyjne na tego
patogena 1 poleci¢ do program6éw hodowli odpornosciowe;.

Wsrdéd badanych genotypdéw zyta ozimego nie stwierdzono wystgpowania form o
catkowitej polowej odpornosci na rdzg brunatna.

Otrzymano kilka nowych genotypéw zyta o poprawionej odpornosci, ktéore moga
stanowi¢ materiat wyjsciowy do wyprowadzania linii 1 populacji odpornych na maczniaka
prawdziwego i rdzg brunatna.

Potwierdzono przydatno$¢ jednego z testowanych markeréw do poszukiwania gendéw
odporno$ci Pm4 na maczniaka prawdziwego u zyta ozimego. Wystgpowanie markera
ResPm4 w grupie form zyta najmniej podatnych na porazenie maczniakiem prawdziwym,
wskazuje na jego sprzezenie z cecha odpornosci.

Marker ResPm4 moze by¢ wykorzystywany w programach hodowlanych zyta ozimego
wykorzystujacych selekcj¢ przy uzyciu markeréw molekularnych (MAS), w celu szybkiej
identyfikacji, wsrod badanych genotypow zyta, gendéw odpornosci na maczniaka
prawdziwego. Obecno$¢ markera wskazuje na tolerancj¢ danego genotypu na tego
patogena.

Uzyte startery mikrosatelitarne SSR  pozwolity na wykazanie obecno$ci gendéw
odporno$ci na rdz¢ brunatng u niektdrych z analizowanych genotypow Zyta ozimego.
Markery te beda mogty by¢ uzyte do weryfikacji tych genow w materialach hodowlanych
zyta ozimego, ale wymagaja sprawdzenia na wigkszej liczbie genotypoéw odpornych.

Podsumowanie cyklu badan w latach 2008-2013
Wsrod przebadanych genotypdéw zyta nie znaleziono form catkowicie odpornych na
macznika prawdziwego (Blumeria graminis) i rdzg brunatna (Puccinia recondita), ale
wykazano przydatno$¢ niektorych z nich do hodowli odmian o podwyzszonej odpornosci
na patogeny.



e Analiza wystegpowania markeréw molekularnych wykazala obecnos¢ oczekiwanych
produktéw amplifikacji dla markerow sprz¢zonych z genami odpornosci na maczniaka
prawdziwego Pm2, Pm3a, Pm3f, Pm4, Pm4a, Pm16, Pm17, Pm34, Pm43.

e Sposrdd przebadanych 16 markeréw sprz¢zonych z genami odpornos$ci na maczniaka
prawdziwego, wykazano przydatno$¢ jednego z nich do poszukiwania gendéw odpornosci
Pm4. na maczniaka prawdziwego. Marker ResPm4 wystepowat jedynie grupie linii zyta
najmniej podatnych na porazenie maczniakiem prawdziwym, co wskazuje na jego
sprze¢zenie z cecha odpornosci i czyni go przydatnym w programach hodowlanych zyta do
selekcji genotypow odpornych.

e Opracowano szybki, laboratoryjny test do badania odpornosci genotypow zyta na rdze¢
brunatna.

e W grupie starteréw zwiazanych z genami odporno$ci na rdz¢ brunatna wykazano
przydatnos$¢ startera TC72745 dajacego marker sprzgzony z genem odpornosci. W
wyniku reakcji amplifikacji uzyskiwano produkty o pozadanej wielkosci u form o
najwyzszej odpornosci na porazanie w warunkach laboratoryjnych, a nie obserwowano
wystgpowania markera u form podatnych na porazenie rdza brunatna.

e Wyniki reakcji PCR z zastosowaniem starterow Lrl, Lr9, Lr24, Lr47, nadal nie daja
jednoznacznych wynikow, poniewaz amplifikacja produktu nast¢puje zaréwno u form
podatnych, jak i odpornych na porazenie rdza.

e Uzyte startery mikrosatelitarne SSR pozwolity na wykazanie obecnosci gendow
odpornosci na rdz¢ brunatna u niektérych z analizowanych genotypoéw zyta ozimego.
Markery te beda mogly by¢ uzyte do weryfikacji gendw odpornosci w materiatach
hodowlanych zyta ozimego, ale wymagaja sprawdzenia na wigkszej liczbie genotypoéw

odpornych.

8. Forma upowszechnienia wynikéw

Wyniki realizowanego projektu badawczego sa dostgpne na stronie internetowej Wydziatu
Przyrodniczo-Technologicznego Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, w zaktadce
Katedra Genetyki, Hodowli Roslin i Nasiennictwa:
http://www.up.wroc.pl/uczelnia/9643/katedra_genetyki_hodowli_roslin_i_nasiennictwa.html

9. Wykaz prac opublikowanych w roku sprawozdawczym dot. danego tematu:
W biezacym roku opublikowano nastgpujace prace bedacych wynikiem realizacji tematu:

1. Bujak H., Jurkowski A. 2013. Estimation of winter rye Secale cereale L. susceptibility to
infection by the powdery mildew Blumeria graminis f. sp. secalis. Acta Agrobotanica 66
(3):49-54

2. Bujak H., Jurkowski A., Nowosad K. 2013. Poszukiwanie markeréw sprzgzonych z genami
odporno$ci na maczniaka prawdziwego u zyta. Nauka dla Hodowli i Nasiennictwa Roslin
Uprawnych, Zakopane: 124-125

3. Bujak H., Nowosad K. 2013. Poszukiwanie genéw odporno$ci na rdz¢ brunatng (Puccinia
recondita) w materiatach hodowlanych zyta. Materialy Ogodlnopolskiej Konferencji
Naukowej ,,Agrotechniczne aspekty produkcji zbdz i ros$lin straczkowych w siewach
czystych i mieszanych”, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu: 11-12.



4. Bujak H., Jurkowski A., Nowosad K. 2013. The search for markers connected with genes of
resistance to powdery mildew in rye. International Plant Breeding Congress, Antalya,
Turkey. Abstract Book: 301

10. Wykaz prac ztozonych do druku.
Jurkowski A., Bujak H., Nowosad K. 2013. Analysis of marker presence STS638,
Xgwm356, ResPm4 in rye (Secale cereale L.). Journal of Applied Genetics (praca wystana
do redakcji)

11. Przyczyny ewentualnych odstepstw od harmonogramu zapisanego w karcie realizacji
tematu.

12.  Informacja o wynikach wspotpracy naukowo-technicznej krajowej i z zagranica (przy
wspoOlpracy z zagranica podac kraj, firme, temat).

W realizacji tematu podjgto wspotprace z stacjami hodowli, ktére prowadza hodowle tworcza
odmian zyta 0zimego. Materiaty do badan pochodza migdzy innymi z Hodowli Roslin DANKO
Sp. z o. o., Poznanskiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0. oraz Hodowli Roslin Smolice Sp. z o. o.
Grupa IHAR. Wspotpracujace jednostki dostarczaja potrzebnych materiatow do badan, prowadza
obserwacje polowe oraz dostarczaja potrzebnego inokulatu patogenéw potrzebnego do sztucznej
inokulacji i oceny podatno$ci genotypéw w warunkach szklarniowych i laboratoryjnych.

13. W przypadku udziatu w konferencjach, sympozjach, szkoleniach i warsztatach itp., w
szczegolnos$ci zagranicznych:
a) cel i korzysci oraz stopien wykorzystania do realizacji zadania;
b) w jaki sposob wyjazd podnidst wartos¢ merytoryczna realizowanego zadania.

W biezacym roku wykonawcy projektu brali udziat w dwoch konferencjach naukowych:
Wyniki badan prezentowano na trzech konferencjach naukowych:

1. Konferencja Naukowa ,,Nauka dla Hodowli i Nasiennictwa Ros$lin Uprawnych”,
Zakopane 4-8.02.2013 r.
Na konferencji przedstawiono pracg pt. ,,Poszukiwanie markerow sprzgzonych z genami
odpornosci na maczniaka prawdziwego u zyta” w formie posteru. Udziat w konferencji
dat mozliwo$¢ przedyskutowania uzyskanych wynikéw z bezposrednimi ich odbiorcami,
czyli hodowcami.

2. International Plant Breeding Congress, Antalya 10-14.11.2013, Turkey (wyjazd zostat
sfinansowany z innych zrodet).
Na kongresie przedstawiono pracg pt. ,, The search for markers connected with genes of
resistance to powdery mildew in rye” w formie posteru. Uczestnictwo w kongresie dato
mozliwo$¢ zapoznania si¢ z programami hodowlanymi oraz badaniami prowadzonymi na
rzecz hodowli ros§lin w innych krajach. Przyczynito si¢ to do poniesienia wartosci
merytorycznej prowadzonego projektu badawczego oraz pozwoli na uzyskanie dostgpu
do materiatow zgromadzonych w bankach genéw innych krajow, a zwlaszcza WIR-u,
ktory posiada bogata kolekcj¢ genotypdw zyta ozimego.

3. Konferencja Naukowa ,,Agrotechniczne aspekty produkcji zb6z i roslin straczkowych w
siewach czystych i mieszanych”, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Zielonki 21-
22.11.2013r.



Na konferencji przedstawiono wyniki badan w formie referatu zatytulowanego
,,Poszukiwanie genow odpornosci na rdz¢ brunatna (Puccinia recondita) w materiatach
hodowlanych zyta”. Udzial w konferencji dal mozliwos$¢ przedyskutowania uzyskanych
wynikow z bezposrednimi ich odbiorcami, czyli hodowcami.

dr hab. prof. nadzw. Henryk Bujak

Wroctaw, 8.01.2014 r.
Data Podpis kierownika tematu



