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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego

w produkcji ro§linnej na podstawie decyzji: nr (Znak sprawy: KS.zb.802.2.2020), zadanie nr 2.

Wykorzystanie markerow molekularnych i fenotypowych do identyfikacji genow odpornosci
pszenicy na lamliwos¢ zdzbla powodowana przez Oculimacula yallundae i Oculimacula

acuformis

Stowa kluczowe: geny Pchl, Pch2, tamliwos¢ zdzbta, markery molekularne, Oculimacula,

pszenica

WPROWADZENIE

Lamliwos$¢ podstawy zdzbla — choroba pszenicy uprawnej (Triticum aestivum L.) i innych zbdz,
powodowana przez dwa grzyby z rodzaju Oculimacula. Pojawia si¢ szczegdlnie podczas tagodnych
zim i chlodnych wiosen. Podstawa zdZzbla prochnieje i powoduje jego tamliwo$é, co moze
prowadzi¢ do ubytku plonu nawet do 50%. Zidentyfikowano dwa geny warunkujace odpornosé.
Gen Pchl - najbardziej efektywny, ktory znaczaco redukuje skale porazenia i gen Pch2, ktory
W mniejszym stopniu warunkuje odpornos¢ na tamliwos¢ zdzbta 1 moze by¢ traktowany jako

dodatkowe zrodto odpornosci.

CELE BADAN

1. Celem tematu badawczego nr 1 bylo wytypowanie genotypéw ze spiramidyzowanymi
genami podwyzszajagcymi odpornos¢ na tamliwo$¢ zdzbta w uzyskanych mieszancach
wewnatrzgatunkowych.

2. Celem badan w ramach tematu badawczego nr 2 byta identyfikacja genu Pchl przy uzyciu
markera izoenzymatycznego oraz efektywnych markerow dla genow Pchl i Pch2.
Konfrontacja wynikéw uzyskanych w temacie badawczym nr 2 z wynikami testow

inokulacyjnych (temat numer 3) w celu okreslenia efektywnosci wybranych markeréw w
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procesie okreslania obecnosci genow warunkujacych odpornos¢ na tamliwos¢ podstawy zdzbta.
3. Cele tematu numer 3:

e wykorzystanie markeréw fenotypowych do oceny porazenia przez sprawce tamliwosci
zdzbta siewek badanych genotypow pszenicy ozimej po indukowanej inokulacji siewek
zawiesing grzybni i zarodnikow O. yallundae i O. acuformis w doswiadczeniu
prowadzonym w fitotronie w IGR PAN,

e ocena porazenia przez grzyby z rodzaju Oculimacula dojrzatych zdzbet badanych
genotypOéw pszenicy ozimej w polowym tescie inokulacyjnym (w fazie 1-2 kolanka)
(z uzyciem zawiesiny grzybni i zarodnikoéw O. yallundae i O. acuformis — poletka w
Kopaszewie),

e analiza elementow struktury plonu i korelowanie z obecnoscig genow Pchl i Pch2.

MATERIAL I METODY
W celu uzyskania genotypow ze spiramidyzowanymi genami odpornosci na grzyby z
rodzaju Oculimacula przeprowadzono trzy kombinacje krzyzowan (temat badawczy nr 1).
Do krzyzowan wykorzystano komponenty krzyzéwkowe:
e cechujace si¢ obecnoscig genow Pchl i Pch2 zidentyfikowanych przy pomocy
markerow molekularnych oraz markera izoenzymatycznego;
e wykazujace podwyzszong odporno$¢ na tamliwos¢ zdzbta;
e genotypy, u ktorych zidentyfikowano molekularnie gen Pchl lub Pch2;

e genotypy pszenicy wykazujace dobre cechy agronomiczne, u ktorych nie wykazano

molekularnie genéw Pchl i Pch2.

Badania molekularne i izoenzymatyczne obejmowaty 174 genotypow pszenicy ozimej o
zrdéznicowanym podlozu genetycznym, 3 wysokoplonujace odmiany (Artist, Kilimanjaro, Patras)
oraz odmian¢ Rendezvous (kontrola pozytywna). W badaniach wykorzystano 5 markerow:

e trzy dla genu Pchl warunkujacego odpornos¢ rosliny w stadium dojrzewania (w tym jeden
marker (izoenzymatyczny - EpD1b) i dwa markery SSR: Xust2001 i Xorw1
e dwa zwigzane z locus genu Pch2: Xwmc525 i Xcfa2040 — temat badawczy nr 2
Oceng¢ podatnosci na grzyby z rodzaju Oculimacula w testach inokulacyjnych siewkowych
(fitotronowych) i polowych prowadzono na 178 genotypach pszenicy ozimej o zrdéznicowanym
podiozu genetycznym, trzech odmianach kontrolnych i odm. Rendezvous - wzorzec odpornosci

temat badawczy nr 3.



WYNIKI I WNIOSKI

Temat badawczy 1:
Krzyzowania wybranych na podstawie wczeSniejszych badan genotypow pszenicy w celu

piramidyzacji genéw Pchl i Pch2 i analiza molekularna obecnos$ci w mieszancach z 2019 roku

genow Pchl i/lub Pch2.

We wczesniejszych badaniach prowadzonych w tym projekcie stwierdzono, ze genotypy
pszenicy ozimej posiadajace gen Pchl oraz Pchl i Pch2 cechuja si¢ duzo nizsza wartoscig
wskaznika porazenia zdzbta oraz procentowego udziatu zdzbet porazonych (ogoélem) wzgledem
genotypoéw, u ktorych nie stwierdzono genow Pchl i Pch2. Dlatego w 2019 roku zatozono
piramidyzacj¢ genéw Pchl i Pch2 w wybranych genotypach pszenicy ozimej.

Do piramidyzacji genow Pchl i Pch2 wykorzystano kilka komponentow krzyzéwkowych:

e posiadajacych zidentyfikowane przy pomocy markerow molekularnych i markera
izoenzymatycznego dwa geny zwigzane z odpornoscia na te patogeny (Pchl i Pch2),

e genotypy, u ktorych zidentyfikowano molekularnie gen Pchl lub Pch2

e genotypy pszenicy, u ktorych nie wykazano molekularnie genow Pchl i Pch2, lecz

wykazujacych dobre cechy agronomiczne.

W przeprowadzonych analizach molekularnych zwigzanych z identyfikacja genu Pchl u roslin
mieszancowych wykorzystano markery molekularne Xust2001-7D i Xorwl , ktory wykazuje pelne
sprzezenie z genem Pchl. W analizie korelacji wystepujacych pomigdzy znanymi markerami
okreslono, ze marker Xorwl w pelni pozwala na identyfikacje genu Pchl u roslin, ktore wczesniej
analizowano za pomocg markera Ep-D1, co wskazuje na petna korelacje obydwu markerow.

W 32 formach krzyzowkowych otrzymanych z przekrzyzowan w 2019 roku, identyfikowano
molekularnie geny Pchl i Pch2 z wykorzystaniem tych markerow.

Drugim identyfikowanym genem byt Pch2, ktory w mniejszym stopniu warunkuje odpornos¢ na
tamliwos¢ zdzbta. Do identyfikacji genu Pch2 wybrano marker Xwmc525.

Przy wykorzystaniu markerow molekularnych Xust2001-7DL, Xorwl (Pchl) i Xwmc525 (Pch2)
przeanalizowano genotypy rodzicielskie, jako formy kontrolne w celu potwierdzenia obecnos$ci
genow Pchl i Pch2 i zbadano ro$liny mieszancowe uzyskane w wyniku krzyzowan w roku 2019.
Posrod wszystkich analizowanych genotypoéw mieszancowych 5 z nich cechowalo si¢ obecno$cia
obydwu genow warunkujgcych odpornos¢ na tamliwo$¢ podstawy zdzbta: Pchl i Pch2, co wskazuje

na piramidyzacj¢ tych genow odpornosci w badanych formach. Rosliny ze spiramidyzowanymi
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genami odpornosci samozapylono, zebrano ziarniaki. Zostaly one zgromadzone w banku genoéw
IGR PAN i beda mogly by¢ wykorzystane jako zrodta odpornosci na t¢ chorobe lub do
przekrzyzowan. Po rozmnozeniu i wytworzeniu odpowiedniej liczby ziarniakow beda mogly by¢
badane pod katem elementéw struktury plonu jak i odpornosci w testach inokulacyjnych
fitotronowych i polowych. Materiat ze spiramidyzowanymi genami Pchl i Pch2 poszerzy rowniez
pozadang zmienno$¢ genetyczng pszenicy.
Do nowych krzyzowan prowadzonych w 2020 r. wybrano réwniez genotypy pszenicy ozimej,

u ktérych w badaniach prowadzonych w latach wcze$niejszych, stwierdzono podwyzszong
odpornos¢ na patogeny z rodzaju Oculimacula w wyniku testow inokulacyjnych i zidentyfikowano
u nich przy pomocy markerow molekularnych i markera izoenzymatycznego geny zwigzane z
odpornoscig na te patogeny: gen Pchl (9 linii) lub gen Pch2 (10 linii oraz odm. Patras i Artist) oraz
10 linii wraz z odm. Kometa oraz Randezvous, u ktorych stwierdzono jednoczesnie oba geny Pchl i
Pch2. Krzyzowania wykonano w szklarniach Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu.

Uzyskano 648 ziarniakdw mieszancowych. .

Podsumowanie dla tematu nr 1

1.  Przy pomocy identyfikacji molekularnej z uzyciem markeréw molekularnych dla genu Pchl i
Pch2 wytypowano 5 form pszenicy ozimej (uzyskane w roku 2019) ze spiramidyzowanymi
genami Pchl i Pch2, podwyzszajacymi odpornos¢ na patogeny z rodzaju Oculimacula

(sprawcy choroby grzybowej zwanej tamliwoscig zdZbta).

2.  Przeprowadzenie w 2020 r. nowych krzyzowan wewnatrzgatunkowych pszenicy, w celu
piramidyzacji genow Pchl i Pch2, pozwolito na uzyskanie kolejnych 648 ziarniakow

mieszancowych pszenicy ozime;.

Temat badawczy 2:
Analiza sprzezen wybranych markeréw SSR z locus genéw Pchl i Pch2, a takze badania

izoenzymatyczne w celu okreslenia obecnosci endopeptydazy EpD1b sprezonej z genem Pchl.

W Dbadaniach genéow odpornosci na grzyby z rodzaju Oculimacula wykorzystano 5
markeréow. Trzy dla genu Pchl warunkujacego odpornos¢ rosliny w stadium dojrzewania, w tym
jeden marker (izoenzymatyczny - EpD1b) i dwa markery SSR: Xust2001 i Xorwl oraz dwa
zwigzane z locus genu Pch2: Xwmc525 i Xcfa2040. W badaniach analizowano 5 roslin z kazdego

badanego genotypu.



Badania w temacie nr 2 prowadzone byly na 177 liniach/odmianach pszenicy ozimej

uzyskanych z przekrzyzowan o ré6znym podtozu genetycznym oraz formie kontrolnej Rendezvous,
ktora stanowita kontrole pozytywna dla obecnosci gendw warunkujacych odporno$¢ na tamliwos¢
zdzbta (Pchl i Pch2) oraz 9 liniach wzorcach obecnosci genu Pch2.
Obserwowane u badanych 177 obiektéw zymogramy mozna przypisa¢ do 12 klas. Typ pierwszy
reprezentowany przez odmiang ,,Randevous”, a takze 18 badanych genotypow charakteryzowat si¢
trzema prazkami dla Ep-D1b, ktore identyfikujg formy odporne na infekcje grzybowa powodowang
przez Oculimacula yallundae i Oculimacula acuformis. Stanowily one 10%. Jak wynika z danych
literaturowych tylko obecno$¢ prazkow dla Ep-D1b przy jednoczesnym braku prazkow Ep-Dla
gwarantuje odporno$¢ na tamliwos$¢ zdzbta.

Identyfikacja markeréw SSR: XustSSR2001-7DL, Xorwl, Xcfa2040, Xwmc525

Geny odporno$ci na lamliwo$¢ podstawy zdzbta analizowano przy pomocy markerow SSR
sprzezonych z genami Pchl i Pch2 oraz polegaly na: amplifikacji fragmentow DNA za pomocg
specyficznych starterow metoda PCR, rozdziale elektroforetycznym produktow amplifikacji w zelu
agarozowym (2-3%) oraz wizualizacji z wykorzystaniem systemu do archiwizacji.

W wyniku amplifikacji markera XustSSR2001-7DL uzyskano dwa produkty w postaci
prazkéw o wielkosci 240 par zasad (pz) oraz 220 pz. Dzigki reakcji PCR przeprowadzonej z
wykorzystaniem DNA kontrolnej odmiany ‘Rendezvous’ otrzymano produkt o wielkosci 240 pz. W
analizach poszczegolnych genotypdéw obserwowano wystepowanie pojedynczych produktow (220
pz lub 240 pz) oraz uktadu heterozygotycznego (220 pz + 240 pz). U 8 genotypoéw Stwierdzono
produkt o wielkosci 240 pz (taki jak u wzorcowej odmiany Rendezvous).

Xorwl to nowo opracowany marker, ktory znajduje si¢ w blizszej odlegtosci od locus Ep-D1 i
genu Pchl w poréwnaniu do markera XustSSR2001-7DL. Scharakteryzowano 3 produkty
amplifikacji markera Xorwl o wielkosci 150, 160 i 170 pz. Odporna odmiana wzorcowa
Rendezvous wykazywata obecno$¢ produktu o dlugosci 160 pz i taki uklad stwierdzono u 23
badanych genotypow pszenicy ozime;j.

Marker Xwmc525 zlokalizowany jest w obrgbie locus Pch2. U odpornej odmiany Rendezvous
stwierdzono produkt amplifikacji markera Xwmc525 o dtugosci 180 pz. Takie produkty amplifikacji

stwierdzono rowniez u 78 badanych genotypow.

Marker Xcfa2040 podobnie jak marker Xwmc525 zlokalizowany jest w obrebie locus Pch2
(odlegtos¢ 1.3 cM od Xwmc525). U odpornej odmiany Rendezvous stwierdzono produkt

amplifikacji tego markera o dtugosci 286 pz. Takie produkty amplifikacji stwierdzono réwniez u 78



badanych genotypow. U genotypow, u ktorych stwierdzono produkt wiasciwy dla markera Xcfa2040
stwierdzono rowniez obecno$¢ produktu wiasciwego dla markera Xwmc525, co pozwala na

prawidlowg identyfikacj¢ genu Pch2.

Podsumowanie dla tematu nr 2

1. U trzech genotypow pszenicy ozimej (SMH 39, KBP 18 61, KBP 18 33) zidentyfikowano geny
odpornosci Pchl i Pch2, identyczne jak u odmiany wzorcowej Rendezvous, przy pomocy
czterech markeréw wymienionych w projekcie: XustSSR2001-7DL, Xorwl (Pchl), Xcfa2040,
Xwmc525 (Pch2).

2. 11 genotypoéw pszenicy ozimej (KBP 18 15, KBP 18 14, STH 8214, STH 8215, KBP 18 42,
SMH 80, STH 6207, DD 998/16, STH 8274, DD 240/16, STHD 85/20) charakteryzowata
obecnos¢ genu Pchl zidentyfikowanego z uzyciem markera izoenzymatycznego oraz markera
molekularnego Xorwl. Brak potwierdzenia obecno$ci genu Pchl przy pomocy markera
Xust2001, wynika najprawdopodobniej z przelamania sprzezenia mig¢dzy locus markera, a
locus genu Pchl na jednym lub dwéch chromosomach homologicznych 7D. U szeéciu z nich
zidentyfikowano rowniez gen Pch2, ze wzglgdu na obecno$¢ markerow Xwmc525 i Xcfa2040.

3. U czterech linii pszenicy ozimej (NAD_17063, SMH 2, SMH 3, AND_1113/16)
zidentyfikowano gen Pchl z uzyciem markera izoenzymatycznego oraz dwoch markerow
molekularnych Xust2001 i Xorwl. Nie stwierdzono natomiast genu Pch2. Jego efektywnos¢
zapobiegania infekcji przez grzyby z rodzaju Oculimacula jest mniejsza od genu Pchl i jest to
tylko gen pomocniczy.

4. U 69 linii pszenicy ozimej stwierdzono tylko gen Pch2 na podstawie obecnosci markerow
molekularnych Xwmc525 i Xcfa2040.

5. U 90 linii nie identyfikowano zadnego z dwdch analizowanych genow (Pch1,Pch2) odpornosci

na tamliwos$¢ podstawy zdzbta.

Temat badawczy 3
Ocena podatnosci pszenicy na lamliwos$¢ zdzbla poprzez testy inokulacyjne siewkowe i polowe
oraz okres$lenie naturalnego porazenia badanych genotypow w kilku lokalizacjach.
Analiza korelacji miedzy elementami struktury plonu, a obecnos$cia genu/genéw Pchl i Pch2.
Wybér genotypow cechujacych si¢ wystepowaniem genow Pchl i Pch2.
Testy inokulacyjne siewkowe

178 genotypow pszenicy ozimej badano pod wzgledem porazenia siewki przez grzyby z rodzaju

Oculimacula wedtug skali przygotowanej przez Zespot 2019 roku.



Siewki przyporzadkowano do pigciu klas porazenia:

e W Klasie | znalazty si¢ 8 genotypoéw charakteryzujace si¢ brakiem objawow porazenia w tym
odmiana odporna Rendezvous.

e Do klasy II, charakteryzujacej genotypy o stopniu porazenia w zakresie 0,1-1,
zakwalifikowano 54 genotypow.

e Klasa III charakteryzowata rosliny o porazeniu w zakresie 1,1-2,0 (95 genotypy).

e Kilasa IV- 16 genotypow o porazeniu od 2,1-3,0.

e Klasa V- obejmowata 5 genotyp o porazeniu od 3,1 do 4,0.

Najmniejsze porazenie siewek stwierdzono u genotypow posiadajacych geny Pchl i Pch2, a

najwyzsze dla genotypow, u ktorych nie stwierdzono genu Pchl.

Testy inokulacyjne polowe
Na badanych prébach roslin okre§lono procentowy udzial zdzbel porazonych (ogdtem) oraz
obliczono wskaznik porazenia zdzbta przez grzyby z rodzaju Oculimacula.

e Dla genotypéw, u ktorych wykazano gen Pchl $redni wspotczynnik porazenia K byt
najnizszy i wynosit 5.4.

e Dla genotypow, z genami Pchl i Pch2 wspotczynnik K wynosit 5,69.

e Genotypy, u ktorych stwierdzono obecnos¢ genu Pch2 wykazywaty wspotczynnik porazenia
K na poziomie 20,69.

e Genotypy, u ktorych nie stwierdzono genu Pchl i Pch2 wykazywaly najwyzszy
wspotczynnik porazenia K=22,13.
Testy inokulacyjne polowe
W ocenianym sezonie wegetacyjnym panowaly dogodne warunki do infekcji zdzbet
pszenicy ozimej przez grzyby rodzaju Oculimacula . Wykonane zakazenie mieszaning zarodnikow i
grzybni gatunkow Oculimacula acuformis i Oculimacula yallundae sprzyjalo porazeniu przez
wymienionych sprawcow, co znalazto odzwierciedlenie dla wigkszo$ci badanych obiektow (rodow)
w wielkos$ci wskaznika K, ktora wahata si¢ w zalezno$ci od obiektu i lokalizacji doswiadczenia od
0 do 50. Te badane odmiany i rody, ktére maja niski wskaznik porazenia K moga by¢ przydatne w
dalszej hodowli. Za niski wskaznik w obecnym sezonie mozna umownie przyja¢ warto$¢ wskaznika
K od 0 — 8. Tak niski wskaznik moze wskazywac, ze powodowane jest to przez obecnos¢ genu lub

gendow odpornosci Pch w badanym materiale.

Analizy cech fizjologicznych

W ramach tematu wykonane zostaty analizy korelacji pomigedzy elementami struktury plonu



W postaci masy tysigca nasion (MTZ) i plonu z poletka (Plon) w poréownaniu do wspoétczynnika
porazenia (K) oraz $redniego procentu porazonych zdzbet ($r. % poazenia). Najwicksza korelacje
uzyskano pomiedzy wspotczynnikiem K, a $rednim procentem porazenia zdzbetl. Istotne
statystycznie byly rowniez zalezno$ci pomigdzy plonem, a wspotczynnikiem K oraz plonem, a
srednim procentem porazenia zdzbel. Wspodtczynniki korelacji byly jednakze bardzo niskie.
Pokazuje to, ze genotypy bardziej podatne (bez genéw odpornosci) charakteryzowaty si¢ wyzszym
plonem ziarna.

W celu wykazania, czy obecnos¢ genow Pchl i Pch2 warunkujacych odpornos$é grzyby z
rodzaju Oculimacula w badanych genotypach pszenicy ozimej ma istotne znaczenie dla wielkosci
komponentow struktury plonu, wykonano analiz¢ wariancji (ANOVA). Wykazano, ze obecno$¢
genow Pchl i Pch2 wptywata na plon ziarna (z poletka). Plon byt najnizszy w obecno$ci obu
gendw, najwyzszy w obecnosci genu Pch2 lub przy braku gendow. Jednakze roznice nie byly istotne
statystycznie.

Obserwowano réwniez brak istotnego wptywu obecnosci genow Pchl, Pch2 lub ich braku
na masg tysigca ziarniakow (MTZ). U genotypow z genem Pch2 stwierdzono nieznacznie wyzsze

warto$ci MTZ, niz u pozostatych grup genotypow.

Podsumowanie dla tematu nr 3

1. Najmniejsze porazenie siewek stwierdzono u genotypow posiadajacych gen Pchl oraz
Pchl i Pch2, a najwyzsze dla genotypow, u ktorych nie stwierdzono genéw Pchl i Pch2

oraz genotypow z genem Pch2.

2. Na podstawie wynikow uzyskanych w ramach inokulacyjnego testu polowego
stwierdzono, ze genotypy pszenicy ozimej posiadajgce gen Pchl oraz Pchl i Pch2
cechuja si¢ duzo nizsza warto$cig wskaznika porazenia ZdZbta oraz procentowego
udziatu zdzbet porazonych (ogotem) wzgledem genotypdw, u ktoérych nie stwierdzono

genow Pchl i Pch2 lub genu Pch2.

3. Wykazano, ze obecnos$¢ genow Pchl i Pch2 lub ich brak nie wptywatla istotnie na plon

ziarna (z poletka) oraz mase tysigca ziarniakow (MTZ) (analiza wariancji ANOVA).

4. Najwigksza korelacje uzyskano pomiedzy wspotczynnikiem K, a $rednim procentem

porazenia zdzbet.



