SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postgpu biologicznego w produkcji roslinnej w 2014roku

Tytut zadania: Poszukiwanie zrodel genetycznej odpornosci na maczniaka i rdz¢ w kolekceji
linii, rodow i odmian zyta

Celem tematu badawczego byta weryfikacja odpornosci genotypdéw zyta ozimego na aktualne
rasy maczniaka prawdziwego oraz rdzy brunatnej w warunkach naturalnej infekcji i sztucznej
inokulacji, co pozwoli na wytypowanie genotypow zawierajacych efektywne geny odpornosci na
patogeny.

Material badawczy stanowily przekazane przez hodowcdéw materialy hodowlane zyta
ozimego, linie wsobne z kolekcji oraz zarejestrowane odmiany, ktore zostaty uzyte jako wzorce. W
roku 2014 poddano tacznie testowaniu w kierunku poszukiwania odporno$ci na maczniaka
prawdziwego 505 genotypéw zyta oraz na rdze brunatng 463 genotypy w doswiadczeniach
infekcyjnych. Byly to dostarczone przez hodowcow linie wsobne, populacje oraz odmiany wzorcowe
(Antoninskie, Bojko, Bosmo, Brasetto, Dankowskie Diament, HRSM 50, Stakkato) oraz wtasne linie
wsobne pochodzace z kolekcji Katedry Genetyki, Hodowli Roslin i Nasiennictwa Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu.

Oceng podatnos$ci genotypow zyta na porazenie przez Blumeria graminis przeprowadzono w
doswiadczeniu szklarniowym zgodnie z metodyka przedstawiona w pracy Zamorski i wsp. (1994).
Postugiwano si¢ czterostopniowa skala porazenia (1-4), gdzie 1 — oznaczato brak objawow natomiast
4 — bardzo silne porazenie z koloniami maczniaka zajmujacymi 75-100% powierzchni blaszek
lisSciowych. Szklarniowe do$wiadczenia infekcyjne przeprowadzano wykorzystujac polowa populacje
patogena utrzymywana na siewkach wrazliwej odmiany zyta.Oceng podatnosci genotypoéw zyta na
porazenie przez rdz¢ brunatng (Puccinia recondita) wykonano metoda laboratoryjna. Na szlakach
Petriego przygotowano pozywke sktadajaca si¢ z agaru z dodatkiem benzimidazolu. Oceny porazenia
dokonywano po dziesieciu dniach od inokulacji, w skali czterostopniowej, gdzie 1 — brak porazenia, a
4 - silne objawy porazenia rdza brunatna na lisciu. Ponadto w celu poszukiwania genotypow
odpornych na obydwa patogeny wykonano obserwacje stopnia porazenia linii wsobnych w warunkach
polowych pod wplywem naturalnej inokulacji. Obserwacje wykonano w ogdlnie przyjgtej przez
hodowcow oraz ocene odmian 9-cio stopniowej skali bonitacyjnej, gdzie 9 oznacza calkowita
odpornos¢, brak objawoéw porazenia, a 1 - silng podatnos¢, czyli objawy porazenia roslin wystepuja na
75-90 % powierzchni lisci. Wyniki opracowano statystycznie po ich transformacji w celu spelnienia
warunkow koniecznych do analiz, czyli uzyskania ciaglosci rozktadu oraz rozktadu normalnego.

Do identyfikacji genéw odpornosci na maczniaka prawdziwego i rdz¢ brunatna u badanych
genotypow zyta wykorzystan0 opracowane i znane z literatury sekwencje starterowe dajace markery
molekularne sprz¢zone z poszczeg6lnymi genami. Wybrano w tym celu po 20 linii odpornych i
tolerancyjnych na obydwa rodzaje patogenow oraz po 20 linii podatnych. W sumie wyizolowano
DNA z 80 genotypow zyta. Material do izolacji genomowego DNA stanowity liscie siewek. Do
izolacji catkowitego DNA z roslin wykorzystano metodg oczyszczania przy uzyciu zestwow do
izolacji Qiagen DNeasy Palnt kit. Wyizolowane DNA genomowe postuzyto do poszukiwania
markerow molekularnych sprzezonych z genami odporno$ci na maczniaka prawdziwego i rdze
brunatng u przestanych przez hodowcéw form zyta ozimego. Produkty amplifikacji analizowano
elektroforetycznie. W kazdym rozdziale stosowano marker wielkosci fragmentéw DNA (MassRuler
DNA Ladder 100bp i 200bp, Fermentas) jako standard zewngtrzny i odmiang lub linig referencyjna
jako probe kontrolng swoistos$ci reakcji dla kazdej serii reakcji PCR oraz probe kontrolng z sama
woda. Zele barwiono wodnym roztworem bromku etydyny (5 ug/ml). Wybarwiony zel analizowano w
$wietle UV i archiwizowano w formie plikow TIFF programem komputerowym Intas GDS.

Wsrod badanych genotypoéw zyta stwierdzono wystepowanie form catkowicie odpornych na
maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis), ktore moga stanowi¢ potencjalne zrédto odpornosci, w
programach hodowlanych zyta, bez obnizania plonu i wartosci innych cech uzytkowych. W tym celu
moga by¢ wykorzystane rody DC 1212, DC 1222, DC 1229 oraz CHD Ma 270, CHD Ma 281, CHD
Ma 302, HRSM 242-R, HRSM 244-R, HRSM 247-R. Analizy wynikow pod wptywem sztucznej



inokulacji przez rdz¢ brunatna wykazaly, Ze istnieja genotypy odporne lub wysoce tolerancyjne na
tego patogena, ktore mozna poleci¢ do programéw hodowli odpornosciowej. Udato si¢ znalez¢ 10
genotypow bez $ladow zarodnikow rdzy brunatnej na lisciach (LAD Ma 160, CHD Ma 341, CHD Ma
344, CHD Ma 354, CHDM Ma 397, CHD Ma 399, CHD Ma 406, CHD Ma 407, HRSM 233-R, HRS,
250-R). Nie stwierdzono natomiast genotypow charakteryzujacych si¢ petna polowa odpornoscia na
maczniaka prawdziwego. Jedynie linia UP 138 byla w wysokim stopniu tolerancyjna i mozna ja
poleci¢ do programéw hodowli odpornosciowej. Ponadto nie wystgpowaly formy o catkowitej
polowej odpornosci na rdze brunatng wsrod badanych genotypow zyta ozimego. Wszystkie badane
linie wykazywaty objawy porazenia przez Puccinia recondita. Jedynie dwa genotypy zyta (UP 164 i
UP 264) posiadaja wzgledna odpornos¢ na maczniaka prawdziwego i rdz¢ brunatna.

Zastosowanie technik molekularnych potwierdzito przydatno$¢ markera ResPm4 do
poszukiwania gendéw odpornosci 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. Na uwage zastuguje rowniez marker sprzgzony z
genem Pm46 wystepujacy jedynie u form tolerancyjnych na maczniaka prawdziwego. Uzyte startery
mikrosatelitarne pozwolity rowniez na wykazanie obecnosci gendw odpornosci na rdzg brunatna u
niektorych z analizowanych genotypow zyta ozimego. Markery te wymagaja jednak sprawdzenia na
wigkszej liczbie genotypow odpornych, aby mozna je byto rekomendowaé do weryfikacji genow
odpornosci na rdz¢ brunatna w materiatach hodowlanych zyta ozimego



