SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania nr 22 na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2015 roku

Temat zadania: Poszukiwanie zrodel genetycznej odpornosci na maczniaka i rdze w kolekcji
linii, rodéw i odmian zyta

Celem tematu badawczego byta weryfikacja odpornosci genotypdéw zyta ozimego na aktualne rasy
maczniaka prawdziwego oraz rdzy brunatnej w warunkach naturalnej infekcji oraz po sztucznej
inokulacji, co pozwolito na wytypowanie genotypow zawierajacych efektywne geny odpornosci na
badane gatunki patogenow.

Materiat badawczy stanowity przekazane przez hodowcow oraz wlasne materiaty hodowlane zyta
ozimego, linie wsobne z kolekcji roboczych oraz odmiany, ktére zostaty uzyte jako wzorce. W
roku 2015 poddano lacznie testowaniu w kierunku poszukiwania odporno$ci na mgczniaka
prawdziwego 1 na rdz¢ brunatng 203 genotypy w doswiadczeniach infekcyjnych. Natomiast w
doswiadczeniach polowych uczestniczyto 161 genotypow..

Ocen¢ podatnosci genotypow zyta na maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis
przeprowadzono w do$wiadczeniu szklarniowym zgodnie z metodyka przedstawiona w pracy
Zamorski 1 wsp. (1994). Postugiwano si¢ czterostopniowa skalg porazenia (1-4), gdzie 1 —
oznaczato brak objawdw natomiast 4 — bardzo silne porazenie z koloniami maczniaka zajmujacymi
75-100%  powierzchni  blaszek lisciowych. Szklarniowe dos$wiadczenia infekcyjne
przeprowadzano wykorzystujac polowa populacje patogena utrzymywang na siewkach wrazliwej
odmiany zyta. Ocen¢ podatnosci genotypoéw zyta na rdze¢ brunatng (Puccinia recondita) wykonano
metoda laboratoryjng. Na szlakach Petriego przygotowano pozywke sktadajaca sie¢ z agaru z
dodatkiem benzimidazolu, na ktore wyktadano liscie siewek badanych genotypoéw. Oceny
porazenia dokonywano po dziesieciu dniach od inokulacji, w skali czterostopniowej, gdzie 1 —
brak porazenia, a 4 - silne objawy porazenia rdzg brunatng na liSciu. Ponadto w celu poszukiwania
genotypéw odpornych na obydwa patogeny wykonano obserwacje stopnia porazenia linii
wsobnych w warunkach polowych pod wptywem naturalnej inokulacji. Obserwacje wykonano w
ogolnie przyjetej przez hodowcoéw oraz ocen¢ odmian 9-cio stopniowej skali bonitacyjnej, gdzie 9
oznacza catkowita odpornos¢, brak objawdéw porazenia, a 1 - silng podatnos¢, czyli objawy
porazenia roslin wystepuja na 75-90 % powierzchni lisci. Wyniki opracowano statystycznie po ich
transformacji w celu speilnienia warunkéw koniecznych do analiz, czyli uzyskania cigglosci
rozktadu oraz rozkladu normalnego.

Do poszukiwania i identyfikacji genow odpornosci na maczniaka prawdziwego i rdz¢ brunatng u badanych
genotypow zyta wykorzystano znane z literatury sekwencje starterowe dajace markery molekularne
sprzezone z poszczegdlnymi genami. Wybrano w tym celu linie odporne lub w duzym stopniu tolerancyjne
na obydwa rodzaje patogenéw oraz linie podatne. W sumie wyizolowano DNA z 24 genotypow zyta.
Materiat do izolacji genomowego DNA stanowily liscie siewek. Do izolacji calkowitego DNA z roslin
wykorzystano metode oczyszczania przy uzyciu zestwow do izolacji Qiagen DNeasy Palnt Kit.
Wyizolowane DNA genomowe postuzylo do poszukiwania markerow molekularnych sprzgzonych z
genami odpornosci na maczniaka prawdziwego i rdze brunatng u przestanych przez hodowcow form zyta
ozimego. Produkty amplifikacji analizowano elektroforetycznie. W kazdym rozdziale stosowano marker
wielkosci fragmentow DNA (MassRuler DNA Ladder 100bp i 200bp, Fermentas) jako standard zewngtrzny
i odmiang lub lini¢ referencyjng jako probe kontrolng swoistosci reakcji dla kazdej serii reakcji PCR oraz
probe kontrolng z sama woda. Zele barwiono wodnym roztworem bromku etydyny (5 pg/ml). Wybarwiony
zel analizowano w $wietle UV i archiwizowano w formie plikow TIFF programem komputerowym Intas
GDS.

Wsréd badanych genotypow zyta stwierdzono wystgpowanie formy) catkowicie odpornej na maczniaka
prawdziwego (Blumeria graminis f. sp. secalis) (CHD Ma 322, ktéra moze stanowi¢ potencjalne zrodto
odporno$ci, w programach hodowlanych zyta. Stwierdzono ponadto dwa genotypy, ktore w niewielkim



stopniu ulegaty porazeniu (CHD Ma 324 i SOA Ma 30. Analizy wynikow oceny porazenia genotypow
zyta przez rdz¢ brunatng (Puccinia rcondita) w wyniku sztucznej inokulacji wykazaty, ze istnieja genotypy
odporne lub wysoce tolerancyjne na tego patogena, ktore mozna poleci¢ do programéow hodowli
odpornosciowej. Udato si¢ znalez¢ 15 genotypdw bez sladow zarodnikow rdzy brunatnej na lisciach (CHD
Ma 285, CHD Ma 289, CHD Ma 292, CHD Ma3 294, CHD Ma 295, CHD Ma 315, LAD Ma 166, LAD Ma
186, LAD Ma 193, SOA Ma 1, SOA Ma 28, SOA Ma 29, WTD 16 i WTD 20), ktére mozna uznaé za
odporne na porazenie przez tego patogena. Brak istotnych korelacji pomiedzy porazeniem przez maczniaka
prawdziwego a rdzg brunatng sugeruje, ze istnieje mozliwo$¢ wyprowadzenia nowych genotypow zyta o
poprawionej odpornos$ci na obydwa patogeny.

Warunki pogodowe panujace w biezacym roku utrudnity obiektywng ocen¢ polowej odpornos$ci na
maczniaka prawdziwego. Wigkszo$§¢ analizowanych linii wsobnych zyta uzyskato najwyzsza oceng, co nie
$wiadczy jednak o tym, ze posiadaja one petna odporno$¢ na maczniaka prawdziwego. Wykazano duze
zroznicowanie badanych linii wsobnych zyta w odpornos$ci na Puccinia recondita. Brak objawow porazenia
przez rdzg brunatng odnotowano u siedmiu linii UP5_5, UP5 6, UP5 7, UP5 10, UP5 11, UP5 109 i
UP5_149, ktore mozna uzna¢ za odporne na porazenie przez tego patogena.

Wykazano, ze do poszukiwania genéw odporno$ci maczniaka prawdziwego u zyta ozimego mozna
wykorzysta¢ markery mikrosatelitarne zwigzane z genami Pm4 oraz PmU. Produkty amplifikacji
charakterystyczne dla tych markerow wystepowaty jedynie w grupie genotypoéw zyta najmniej podatnych
na porazenie maczniakiem prawdziwym, co wskazuje na ich sprzgzenie z cecha odpornosci. Uzyte startery
mikrosatelitarne pozwolity na wykazanie obecnoéci gendow odpornosci na rdze¢ brunatng u niektérych z
analizowanych genotypow zyta ozimego. Markery te wymagaja jednak dalszego sprawdzenia na wigkszej
liczbie genotypoéw odpornych, aby mozna je byto rekomendowa¢ do weryfikacji genéw odpornosci na rdzg
brunatng w materiatach hodowlanych zyta ozimego.
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