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WPROWADZENIE

tamliwos¢ podstawyzdzbta jest jedna z najgraniejszych choréb pszenicy. Wyptje ona w
rejonach, gdzie gstagodne zimy i chtodne wiosny. Na miodychilnmach pszenicy, na zewmmznych
pochwach Kci wystepuja pocatkowo bursztynowo-kyzowe plamy rozwoju grzyba. W trakcie wegetacji
patogen z pochewsliiowych przedostaje sina podstawyzdzbta, gdzie na obszarze plam agdzble
tworzy st watowata grzybnia. Skutkiem tego podstaiaizbta prochnieje i powoduje tamlivé zdzbta.
Wyleganie zbé z powoduOculimacula yallundae i O. acuformis jest znaczne. Nasilenie choroby
prébowano w pewnych granicach redukévpeprzezérodki skracaice diugdé zdzbta, przyczyniajce
sic w pewnej mierze do zmniejszenia wylegania. Zastasie genow kartowatsi lub $rodkow
chemicznych w celu skrécenia dhégo zdzbet jest coraz mniej zasadne, gdgtoma znajduje
zastosowanie jako material energetyczny. Do tey pmtkryto dwa efektywne geny odpokeo na
omawianego patogenaPchl i Pch2 Gen Pchl zostat zidentyfikowany vAegilops ventricosa
[2n = 4x =28, DD'M'M"] i translokowany do heksaploidalnej pszenicy wmdocus kodupcym
endopeptydazEpD1h W pszenicy endopeptydaza Hpfl) jest kontrolowana przez 3 lodep-Al, Ep-
Bl i Ep-D1 zlokalizowanych odpowiednio w chromosomach: 7ABL71 7DL. Ep-D1 posiada dwa
allele: Ep-D1a— pochodacy z pszenicy oraEp-D1b pochodzcy z Aegilops ventricosaEp-D1b jest
uzytecznym markerem izoenzymatycznym, dziedziczonypmiokninacyjnie. Jego identyfikacja pozwala
stwierdzt obecné¢ genuPchl, ze wzgtdu na bliskie polzenie tych dwoch sekwencji na darym
ramieniu chromosomu 7D (7DL). Wedtug danych literatvych markerEp-D1b w 100 % okréla
reakcg na poraenie grzybamiOculimacula yallundae i O. acuformi®pracowano tate marker STS
(Xust SSR2001-7DL ktorego locus jest scisle powihzane zlocus Ep-D1. Drugim genem, ktory
w mniejszym stopniu warunkuje odpogdna tamliwagé zdzbla jestPch2 zlokalizowany na digszym
ramieniu chromosomu 7A pszenicy odmiany CapellerPeChapman i in. 2008). Warunkuje on
odpornd¢ juz w stadium siewki. W ramach niniejszego projektujptm proby identyfikacji nowych
markeréw spregzonych z generfPch2

MATERIAL BADAWCZY | CEL BADA N

Materiat badawczy stnowito 150 genotypéw pszenicy o znicowanym podiau genetycznym oraz
odmiana przenicy ozimej ,RendezvousZyta jako wzorzec odpordoi na tamliwgé podstawyzdzbta.

Tematy badawcze:

1. Testyin vivo z okolo 150 genotypami pszenicy ozimej i formamewmiaczymi z plemienia
Triticeae oraz analiza naturalnego perda w danym roku daviadczalnym przeD. acuformis O.
yallundag, przygotowanie materiatu §linnego oraz monitoring temperatury i opadéw w @zas
trwania déwiadczenia.

2. Badania molekularne z zastosowaniem markerow ®Sfelu znalezienia markeréw gemch2
Analiza wystpowania locus XustSSR2001-7DLsprzonego z genemPchl oraz badania
izoenzymatyczne w celu oktenia obecnéci endopeptydazigpDlbsprzonej z genenfPchl

3. Zbiér materiatu rdinnego inokulowanego oraz analiza paraia prze20. acuformid O. yallundae
w celu wybrania do dalszych badaenotypéw odpornych a tak genotypow wykazagych
znaczne potgenie. Analiza korelacji ndzy cechami fenotypowymi ébn a ich odpornéciag na
tamliwos¢ zdzbta.



METODY
Doswiadczenie inokulacyjne

W fazie 1-2 kolanka (BBCH 31-32, druga dekada kmige2015 roku) wykonano na 150 poletkach (w
czterech powtdrzeniach) zalmie suspensgjmieszaniny zarodnikow i grzyb@culimacula yallundae

0. acuformisw proporcji 1:1 celem oceny podafeo badanych genotypédw na peemie przez
Oculimacula yallundaé O. acuformis Stzenie inokulum wynosito 4,0 min zarodnikéw w 1 ml.

Obserwacije naturalnego pai@nia

Obserwacje naturalnego peemiagrzybami patogenicznymi wywolygym tamliwas¢ podstawyzdzbta

przeprowadzono w czterech lokalizacjach na terBoiski, tj.. Smolice (Hodowla Rbn Smolice S.p.
Z. 0.0.), Kobierzyce (Matopolska Hodowla lp S.p. z. 0.0.), Strzelce (Hodowla ko Strzelce S.p. z
0.0.) i Nagradowice (Pozhska Hodowla Rdin S.p. z. 0.0.)

Obserwacije temperatury i opadéw

W wiw lokalizacjach przeprowadzono obserwacje widuwnpogodowych panggych w trakcie trwania
sezonu wegetacyjnego. W tym celu ewidencjonowsmednie wartéci temperatur i sum opadow dla
danych miesgicy sezonu wegetacyjnego. Waktb srednie uzyskiwano dla trzech dekadzdego
mieskca.

Analiza izoenzymoéw

Do bada pobrano pi¢ roslin z kazdego genotypu, cadznie stanowito 750 prob. Anadipolimorfizmu
allozyméw przeprowadzono w ekstraktach z Z éwiezej tkanki lisciowej. 1zoenzymy analizowano za
pomog elektroforezy horyzontalnej na 102élu skrobiowym.

Analizy markeréw SSR

Do bada pobierano pi¢ roslin z kazdego genotypu, coadznie stanowito 750 prob. lzolacj
genomowego DNA analizowanych genotypdéw przeprowadzprzy uyciu metody CTAB. Analiza
molekularna pod wzgtlem obecnéci markeréwXust2001-7DL(Pchl), Xcfa2040 Xwmc525 Xgwm346
polegata na:

« amplifikacji fragmentoéw DNA za pomacspecyficznych starteréw metp®CR,
* rozdziale elektroforetycznym produktéw amplifikaopzelu agarozowym (2-3%).

Poréwnanie analiz wygpowania markeréw z wynikami testéw inokulacyjnych

Na podstawie wynikdw laboratoryjnych oraz wynikéestbw inokulacyjnych dokonano wyboru form,
ktore bylty odporne na tamlivéé podstawyzdzbta. Genotypy te zostaly przekazane do banku geGdv
PAN i zostan wykorzystane w krzsowaniach majcych na celu ulepszanie pszenicy zwyczajne;j.

Wplyw cech fenotypowych i fizjologicznych do reiakaj poraenie przez Oculimacula yallundaeO.
acuformis

Przeprowadzono anatizech fenotypowych i fizjologicznych tj. wyskakplonu z poletka, masa tysa
ziaren oraz ocena stopnia wylegania w odniesieaitedkcji na porgenie przeZculimacula yallundae

i O. acuformisktéra pozwolita na oszacowanie skali interakdgaay patogenami a §ling w biezgcym
roku badawczym. W tym celu dokonano analiz koréladgdzy elementami struktury plonu w postaci
masy tysica nasion (MTZ) i plonu z poletka (PLON) oraz sta@pmvylegania (WYL, skala 9-cio
stopniowa wg. COBORU) w poréwnaniu do wspotczynnp@araenia (K) orazsredniego procentu
porazonychzdzbet (Sr. % por.).



WYNIKI

Doswiadczenie inokulacyjne

Na badanych probach dm okreslono procentowy udziakdzbet poraonych (ogétem) oraz
obliczono wskanik poraeniazdzbta przez grzyby z rodzaj0culimacula.50 zdzbet w 5 powtérzeniach
z kazdego genotypu poddano ocenie a wynikiedniono. Ze wzgdu na stopig poraenia badane
genotypy podzielono na cztery grupy. Pierwsza gligzgta 19 genotypdw, ktére charakteryzowaly si
bardzo niskim porgeniem. Wspéiczynnik K w tej grupie genotypéw wyrnosd O do 1, asrednie
procentowe porgenie zdzbet wynosito od 0 — 8%. Kolejn grupz stanowito 56 genotypdw o
wspotczynniku K zawieracym sk w przedziale 1<K2 i procentowym potegeniu zdzbet wynoszacym
od 8,1% do 12%. Do kolejnej grupy zaliczono 49 depow o wielk@ciach wspotczynnika K
zawierajcych st w przedziale 2<K3 (12% — 17,5% pormnychzdzbet). Ostatnia grupa genotypdéw o
wartasci wspotczynnika 2<K3,75 (17,6% — 22% potanychzdzbet) liczyta 26 rélin.

Obserwacje naturalnego paf@nia

Badania mialy na celu okilenie naturalnego potania zdzbet przez sprawcéw tamlivgoi
zdzbta (Oculimaculaspp.), co pozwolito na stwierdzenie ich naturalmegzliwosci na poraanie przez te
patogeny w roku 2015. Ocena naturalnego zmn@ badanych genotypéw w Smolicach nie wykazata
obecnd¢ objawéw tamliwgci podstawyzdzbta. Ocena fitopatologiczna wykonana w Kobierzycach
wykazata brak wygpienia poraenia chorobami podstawydzbta. Podobne wyniki uzyskano w
Strzelcach, gdzie nie zaobserwowano wyleganginr@szenicy badanych w éeiadczeniu. Natomiast
w Nagradowicach obserwowano niewielkie placowe dnild ktoséw na poletkach guiu genotypéw
badanych w dawiadczeniach. Objawy te byly spowodowane obéciao grzybéw Oculimacula
yallundaei O. acuformigpowodupcych tamliwag¢ podstawyzdzbta.

Obserwacje temperatury i opadéw

Biorgc pod uwag odnotowanesrednie wartéci sum opadéw oragrednie temperatury nina
zauwayé, ze jesiend roku 2014 we wszystkich lokalizacjach odnotowaiskie wart@ci sum opadow.
Co wiecej, w tym okresigrednie temperatury byly #8ze nk zakres temperatur optymalny dla infekgciji,
co miato dodatkowy wplyw na zahamowanie rozwojwh@v Oculimacula yallundaé O. acuformisw
warunkach naturalnych. Ponadto, wiosna 2015 rokunigr nie sprzyjata rozwojowi w/w grzybéw
patogenicznych bigc pod uwag niskie wartéci opaddéw. Podsumowag, bardzo niskie poganie
naturalne grzybamiOculimacula yallundaei O. acuformis spowodowane byto nieodpowiednimi
warunkamisrodowiskowymi dla rozwoju i infekcji tych patogenéw

Analiza izoenzyméw

Obserwowane u badanych 150 obiektéw zymogramynm@rzypisa do 6 z 12 klas. Typ pierwszy
reprezentowany przez odmianRendezvous”, a talke 8 badanych genotypdéw charakteryzowat si
trzema pgzkami dlaEp-D1h ktére identyfikuj formy odporne na infekejgrzybows powodowag przez
Oculimacula yallundaé Oculimacula acuformisPozostate typy zymograméw wyszczegolnionews
tabeli 4.Zadna z linii nie reprezentowata typu 2, 4, 8, 9j 12 z 2014. W tym roku analizowano Slio

z kazdego genotypu. 1 linia byta polimorficzna (DD 98PY1Wickszas¢ badanych linii wykazywata typ
wzoru nr 3 (78% obiektow). Tylko 7% stanowity obiglo typie wzoru charakterystycznym dlalio
odpornych. Jak wynika z danych literaturowych tytkmecné¢ prazkéw dlaEp-D1bprzy jednoczesnym
braku pazkéw Ep-Dlagwarantuje odporrigé na tamliwgé podstawyzdzbta.

Analiza markeréw SSR

Xust2001-7DL jako marker genu Pchl

Obserwowano dwa produkty amplifikacji markerdust SSR2001-7DLw postaci pazkéw

o wielkasci 240 par zasad (pz) oraz 220 pz. W rezultaciekcjeaPCR przeprowadzonej z

wykorzystaniem DNA kontrolnej odmiany ‘RendezvousZyskano produkt o wielkoi 240 pz. W

analizach poszczegdélnych genotypéw obserwowanoepggtanie zardwno pojedynczych produktéw

(220 pz lub 240 pz) oraz obu produktéw vepstigcych jednoczénie. Amplifikacja w/w markera z DNA
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kazdej z peciu analizowanych rdin 3 genotypow (AND 4006/13; DD770/11 i HRSM 83f)ta produkt
o wielkasci 240 pz. Analizy molekularne 20 genotypéw wykgzabecndéé zaréwno produktu 220 jak i
240 pz.

Xcfa2040 jako marker flankujcy gen Pch2

Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR wykorzystaniem starterow markedecfa2040
wykazat polimorficzné¢ analizowanych linii. Obserwowano produkty o widlgiach 286, 300, 317 i
350 pz. W rezultacie reakcji PCR przeprowadzonejvykorzystaniem DNA kontrolnej odmiany
‘Rendezvous’ uzyskano produkt o wietkd 317 pz. W 36 genotypach uzyskano pojety produkt o
wielkosci 286 pz. W pozostatych przypadkach obserwowana gnodukty reakcji PCR. 35 diin
charakteryzowaty produkty o wielko 286 i 317 pz. Reakcje przeprowadzone na resgeitypow
skutkowaly produktami o wiellsgiach 286 i 300 pz.

Xgwm346 jako marker flankujcy gen Pch2

Analiza PCR tego markera skutkowata otrzymaniem awtypéw produktu tj.: 210 lub 204 pz. W
rezultacie reakcji PCR przeprowadzonej z wykorayistam DNA kontrolnej odmiany ‘Rendezvous’
uzyskano produkt o wielkkai 204 pz. W przypadku trzechstim nie uzyskano produktu. W analizach
PCR 99 rélin obserwowano produkt o wielkoi 204 pz. W pozostatych przypadkach produktemaigak
byt prazek o wielkaci 210 pz.

Xwmc525 jako marker flankujcy gen Pch2

Reakcje PCR przeprowadzonoj z primerami markéranc525na DNA 10 rélin z kazdego z 150
genotypéw pszenicy skutkowaly  arforakimi wielkagciami produktow. Ponadto,
w wiekszdici przypadkoéw obserwowano dwa lub trzy produktykogigednoczénie. Uzyskano produkty

o wielkcsciach: 206; 210; 240; 270 i 280 pz. W rezultacieakofi PCR przeprowadzonej z
wykorzystaniem DNA kontrolnej odmiany ‘Rendezvougyskano produkt o wielkoi 206 pz. Taki sam
produkt uzyskano u 61 badanych genotypéw pszeRiopadto 5 innych genotypow charakteryzowato
sie produktem o wielkéci 206 pz. w towarzystwie innych produktéw o wielkiach 210 lub/i 280 pz.

Poréwnanie analiz wygbowania markeréw z wynikami testéw inokulacyjnych

Poréwnanie wynikow badamapcych na celu identyfikaej markerow izoenzymatycznych i
molekularnych sprzonych z genami odporfci na tamliwdgé zdzbta. 19 genotypow charakteryzowato
si¢ bardzo niskim porgeniem (0<k1 oraz 0% — 8% poranychzdzbel). W tej grupie znalazly si2
genotypy DD770/11 i HRSM 890, ktérych wszystkiéliry posiadaty wzér pizkowy charakterystyczny
dla endopeptydazigpDl1boraz produkt reakcji PCR z markeretnst2001-7DLo wielkasci 240 pz. W
kolejnych 5 genotypach zakwalifikowanych do tej mruzidentyfikowano endopeptydazZpD1b i
obserwowano produkty reakcji PCRmdrker Xust2001-7DL o wielkasci 220 pz i 240 pz.
Podsumowujc, odporné¢ na tamliwgé podstawyzdzbta u 36,84% odpornych genotypéw badanych w
tegorocznym déwiadzczeniu byla determinowana przez dechl W zadnej z badanych §tin nie
uzyskano produktéw amplifikacji markerowkwmc346, Xwmcbh25 Xcfa2040 o wielkdsciach
odpowiednio: 204; 206 i 317 pz. — ktére charaktejyzenotypy posiadage genPch2 (np. odmiana
‘Rendezvous’).

Whptyw cech fenotypowych i fizjologicznych do reakaj poraenie przez Oculimacula yallundaeO.
acuformis

Sredni plon wszystkich genotypéwetiych w ddéwiadczeniu wynosit 111,6. Natomiagtedni
plon genotypoéw posiadgjych genPchl wynosit 110,3 i byt o 1,4 kg #ézy odsredniego plonu
uzyskanego z genotypOw pszenicy bez geohl Jednake, srednia masa tygta nasion genotypow z
genemPchlwynosita 48,29 i byta wisza odéredniej MTZ genotypéw bePchlo 0,7g.Srednia ocena
wylegania nie rénita sk miedzy poréwnywanymi genotypami



WNIOSKI
Jesierd 2014 odnotowano niskie wa#ttd sum opaddéw, co mialo wplyw na zahamowanie
rozwoju grzybowOculimacula yallundaé O. acuformisnv warunkach naturalnych.
Wiosna 2015 roku nie sprzyjata rozwojowi grzybowagagenicznych powodggych tamliwagé
podstawyzdzbta ze wzgddu na niskie wartei srednich sum opaddw.
Sztuczne zakanie suspengjmieszaniny zarodnikdw i grzybr@culimacula yallundaea O.
acuformis w proporcji 1:1 oraz gkeniu wynosacym 4,0 min zarodnikbw w 1 ml jest
wystarczajce do zrénicowania genotypéw pszenicy odpornych i #ikgych na tamliwaé
podstawyzdzbta.
Piec genotypow wykazato wrbwos$é na poraenie przez patogeny powodog tamliwagé
podstawy zdzbta zaréwno w déwiadczeniach inokulacyjnych, jak i w éleiadczeniach
monitorugcych naturalne posanie.
Genotypy DD770/11 i HRSM 890, ktorych wszystkie rdiny posiadaty wzor pizkowy
charakterystyczny dla endopeptydadzyD1b oraz produkt reakcji PCR z markerefust2001-
7DL o wielkdsci 240 pz. s stabilnymzrédiem genu odporioi na tamliwdé podstawyzdzbta
warunkowanym prze gdachl
GenotypySTH 3010; STH 3222; DC 86/11; SMH 8925 POB 0714charakteryzowaly si
niskim stopniem potgnia, lecz maj charakter heterozygotyczny pod waigm genuPchl i
wymagaj dalszej selekcji.
W przypadku genotypu STH3222 obserwowano przetanasprezenia medzy locus
endopeptydazy alocus markera Xust2001-DL, co s$wiadczy maze 0 zmiennéci
rekombinacyjnej w segmencie dtugiego ramienia ctusomu 7D, gdzie zlokalizowang sba
badane markery.
12 genotypéw o wysokiej odporém na tamliwgé podstawyzdzbta posiada inne niz geny
Pchli Pch2mechanizmy odpordoi na poraenie przeDculimacula yallundaéO. acuformis.
Translokowany segment chromatyAggilops ventricosa genemPchl nie powoduje oburki
plonu.
25 badanych genotypOw pszenicy zma uzna za heterozygotyczne pod wgdeém markera
Xcfa2040sprzzonego z generch2 stid konieczna jest dalsza selekcja tych form pszenicy



