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Identification of leaf rust (Puccinia triticina) resistance genes Lr11, Lr13
and Lr16 in wheat cultivars with different origins

Identyfikacja gendw odpornosci na rdze brunatng (Puccinia triticina) Lr11,
Lr13ilrl6 uodmian pszenicy zwyczajnej o zréznicowanym pochodzeniu

Agnieszka Tomkowiak, Danuta Kurasiak-Popowska*, Dorota Weigt, Janetta Niemann, Jerzy Nawracata

Summary

The effective resistance genes of leaf rust (Puccinia triticina) in Europe that were identified in the experiment, which included
46 wheat cultivars (13 Polish and 33 foreign) are: Lr11, Lr13 and Lr16. DNA isolation was performed using a DNA isolation kit from Ge-
nomic Mini AX PLANT plants. Four specific markers were used to determine the presence of Lr genes: Xwmc261 and Xwmc24 for the Lr11
gene, Xgwm630 for the Lr13 gene and Xwmc764 for the Lr16 gene. The analyses of common wheat cultivars for the presence of markers
for leaf rust resistance genes Lr11, Lr13 and Lr16, showed their presence in the following 12 tested cultivars (3 Polish and 9 foreign), Op-
cja, Astoria, Mewa, Bonanza, Janosch, Artist, KWS Kiran, KWS Livius, Franz, Leandrus, Platin and Rotax. Two genes were found in various
combinations among 20 cultivars and fourteen cultivars had only one of the identified genes.
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Streszczenie

Skutecznymi genami odpornosci na rdze brunatng w Europie, ktére byty identyfikowane u 46 odmian pszenicy w doswiadczeniu s3:
Lr11, Lr13iLrl16. W sktad analizowanych odmian wchodza: 13 odmian polskich oraz 33 odmiany zagraniczne. Izolacje DNA prowadzono
wykorzystujac zestaw do izolacji DNA z roslin Genomic Mini AX PLANT. W celu stwierdzenia obecnosci gendw Lr w odmianach wykorzy-
stano cztery specyficzne markery: Xwmc261 oraz X\wmc24 dla genu Lr11, Xgwm630 dla genu Lr13 oraz X\wmc764 dla genu Lr16. W trakcie
analiz 46 odmian pszenicy zwyczajnej pod katem obecnosci markeréw dla gendw odpornosci na rdze brunatng Lr11, Lr13i Lr16 wyka-
zano, iz 12 testowanych odmian w tym 3 polskie i 9 zagranicznych posiada skumulowane wszystkie analizowane geny, i naleza do nich:
Opcja, Astoria, Mewa, Bonanza, Janosch, Artist, KWS Kiran, KWS Livius, Franz, Leandrus, Platin i Rotax. Wéréd 20 odmian stwierdzono
obecnos¢ dwdch gendw w réznych kombinacjach. Czternascie odmian posiadato tylko jeden z identyfikowanych gendw.

Stowa kluczowe: pszenica; hodowla; odpornos¢; markery molekularne; rdza brunatna
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Wstep / Introduction

Rdza brunatna, wywotywana przez Puccinia triticina
to jedna z powazniejszych chorob grzybowych pszenicy.
Cechg charakterystyczna, ktora decyduje o ekonomicznym
znaczeniu tej choroby jest systematyczno$¢ jej wystepo-
wania w wielu rejonach $wiata oraz istotny, niekorzystny
wplyw na plon. Straty powodowane przez agrofagi w pro-
dukcji pszenicy ozimej szacuje si¢ na poziomie 20—40%.
Najwickszy udzial maja choroby grzybowe (Tomkowiak
i wsp. 2016), w optymalnych warunkach rozwoju, rdza
brunatna moze powodowac spadek plonu nawet do 30%
(Krawcezyk 2015). Najwyzsze ryzyko wystapienia rdzy bru-
natnej pszenicy wystepuje w temperaturze 12-24°C w dzien
i 0-12°C w nocy, przy regularnym wystgpowaniu rosy.
W takich warunkach urediniospory kietkuja w ciagu
30 minut. Czas od infekcji do pojawienia si¢ pierwszych
objawow na roslinie (w optymalnych warunkach) wynosi
5-10 dni. Najlepszym sposobem zapewnienia pszenicy
ochrony przed patogenami, w tym rowniez grzybowymi jest
hodowla odpornosciowa. Dzigki uprawie odmian odpor-
nych rolnik moze obnizy¢ koszty uprawy, przy jednocze-
snym ograniczeniu ilo$ci stosowanych pestycydow. Zostato
naukowo potwierdzone, ze wprowadzenie odmian z genami
odpornosci na rdz¢ brunatng daje wigkszy zysk w postaci
wigkszych plonéw, niz wprowadzenie odmian nowych. Se-
lekcja odmian odpornych wymaga wiedzy na temat gene-
tycznych uwarunkowan ro$liny, ktore odpowiadaja za jej
reakcje na patogen. Wiedza ta dotyczy przede wszystkim
identyfikacji genow i poznania mechanizméw odpornoscio-
wych z nimi zwigzanych. W polskich odmianach najczgsciej
wystepujacymi genami Lr dajacymi odpornosc¢ sa: Lrl, Lr3,
Lril, Lri3, Lri4, Lri6 i Lr26 (Chetkowski i Stgpien 2001).
W krajach europejskich wystepuja odmiany z genami Lr/0,
Lr17, Lr201 Lr37 (Tyrka i Chetkowski 2004).

Celem pracy byla identyfikacja genéw odpornosci na
rdz¢ brunatng Lr/1, Lri3 i Lr16 u odmian pszenicy zwy-
czajnej o zroznicowanym pochodzeniu.

Materialy i metody / Materials and methods

Materialem roslinnym uzytym do badan byto 13 pols-
kich odmian pszenicy: Belissa, Opcja, Pokusa, Medalistka,
Natula, Astoria, Arkadia, Banderola, Hondia, Jantarka,
Mewa, Ostroga, Tytanika oraz 33 odmiany zagraniczne:
Memory, Bartosz, Bonanza, Janosch, Tobak, Artist, Pa-
tran, Julius, KWS Dakotana, KWS Kiran, KWS Livius,
KWS Ozon, Franz, Rivero, Aleksander, Sailor, Florus, La-
vantus, Leandrus, Platin, Rotax, Desamo, Dolores, Fakir,
Delawar, Fidelius, Frisky, LG Jutta, Linus, Praktik, RGT
Kicker, RGT Kilimanjaro, Hybery. Odmiany pszenicy po-
chodzity z kolekcji nalezacej do Danko Hodowla Roslin
Sp. z o.0.

Materiat do badan pobrano z 10-dniowych siewek uzy-
skanych ze skietkowanych w warunkach laboratoryjnych
ziarniakow. Z kazdej odmiany z losowo wybranych 5 ro-
$lin pobrano fragment liscia do izolacji. Izolacje¢ DNA pro-
wadzono wykorzystujac zestaw do izolacji DNA z roslin
Genomic Mini AX PLANT firmy A&A BIOTECHNOLO-
GY zgodnie z dotagczong procedura. Proby po izolacji roz-
cienczano wodg destylowana w celu uzyskania jednolitego
stezenia DNA 60 ng/ul. Stezenia sprawdzano przy uzyciu
fluorymetru NanoDrop. Reakcj¢ PCR (polymerase chain
reaction) przeprowadzono w mieszaninie o skladzie: woda
— 5 pl, DreamTaq™Green PCR Master Mix — 6,25 pl, star-
tery — 2 x 0,25 pl (stezenie koncowe starteréw wynosito
20 uM), matryca DNA — 1 pl. W celu stwierdzenia obec-
nosci genéw Lr w odmianach wykorzystano cztery spe-
cyficzne markery: Xwmc261 oraz Xwmc24 dla genu Lrll,
Xgwm630 dla genu Lri3 oraz Xwmc764 dla genu Lrl6, do
identyfikacji ktorych uzyto czterech par starteréw. Sekwen-
cje starteréw pochodza z bazy danych Grain Genes (https://
wheat.pw.usda.gov/:).

Xwmc261
F: 5°GATGTGCATGTGAATCTCAAAAGTAS’,
R: 5’AAAGAGGGTCACAGAATAACCTAAA3 — produkt specy-
ficzny 110 pz

Xwmce24
F: 5"GTGAGCAATTTTGATTATACTGS',
R: 5"'TACCCTGATGCTGTAATATGTG3" — produkt specyficzny
152 pz

Xgwm630
F: 5°GTGCCTGTGCCATCGTC3’,
R: 5"CGAAAGTAACAGCGCAGTGA3" — produkt specyficzny
120 pz

Xwmc764

F: 5°"CCTCGAACCTGAAGCTCTGAS',

R: 5"TTCGCAAGGACTCCGTAACA3" — produkt specyficzny
156 pz

Po zoptymalizowaniu reakcje PCR przeprowadzono
w termocyklerze TProfesional Basic z firmy POLYGEN
w tych samych warunkach niezaleznie od identyfikowane-
go markera, profil roéznit si¢ tylko temperaturg przytacza-
nia starteréw ustalong zgodnie z temperaturg ich topnienia:
denaturacja wstepna — 3 min w 94°C, 38 cykli (denatura-
cja — 30 s w 94°C, przylaczanie starterow — 1 min w 56°C
(Xwmc261), 54°C (Xwmc24), 60°C (Xgwm630), 58°C
(Xwmc764), synteza — 1 min w 72°C), synteza koncowa
— 5 min w 72°C, przechowywanie max. 24 h w 4°C. Elek-
troforez¢ prowadzono w 2,5% zelu agarozowym zanu-
rzonym w buforze TBE 1x przy uzyciu pradu o napigciu
100 V inatezeniu 200 mA. Do wizualizacji wynikow wyko-
rzystano transiluminator Molecular Imager Gel Doc™ XR
oraz ImageLab™ Software firmy Biorad.
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Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W przypadku markera Xwmc261 genu Lril specyficz-
nego produktu o dhugosci 110 pz nie stwierdzono w odmia-
nach: Banderola, Jantarka i Frisky. W przypadku niektorych
odmian np. RGT Kicker, Kilimanjaro, Hybery pojawit si¢
produkt niespecyficzny o dhugosci 220 pz, niezwigzany
z analizowanym genem. Marker Xwmc24 genu Lrll dajacy
produkt amplifikacji $wiadczacy o obecnosci genu o diu-
gosci 152 pz pojawit si¢ u nastgpujacych odmian: Pokusa,
Medalistka, Natula, Astoria, Arkadia, Banderola, Hondia,
Memory, Janosch, Tobak, Artist, Julius, KWS Kiran, KWS
Livius, Rivero, Florus, Desamo, Delawar, Linus, RGT Kic-
ker 1 RGT Kilimanjaro. W przypadku pozostalych geno-
typow zidentyfikowano niespecyficzny marker o dtugosci
160 pz, oprocz takich odmian, jak: Mewa, Bartosz, Bonan-
za, Aleksander, Leandrus, Fakir, Frisky oraz Hybery, u kto-
rych nie stwierdzono produktéw amplifikacji. Analizujac
marker Xgwm630 genu Lri3 zidentyfikowano specyficzny
produkt $wiadczacy o obecnosci genu, o wielkosci 120 pz
w odmianach: Opcja, Medalistka, Astoria, Mewa, Bonanza,
Janosch, Artist, KWS Kiran, KWS Livius, Franz, Lavan-
tus, Leandrus, Platin, Rotax. Oprocz produktu amplifikacji
o wielkosci 120 pz pojawily si¢ produkty niespecyficzne.
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W przypadku genu Lri6 marker Xwmc764 dajacy specy-
ficzny produkt amplifikacji o dtugosci 156 pz zidentyfiko-
wano w odmianach: Belissa, Opcja, Pokusa, Natula, Asto-
ria, Arkadia, Banderola, Jantarka, Mewa, Ostroga, Tytanika,
Bonanza, Janosch, Tobak, Artist, Patran, Julius, KWS Ki-
ran, KWS Livius, Franz, Rivero, Sailor, Florus, Leandrus,
Platin, Rotax, Desamo, Fidelius, Frisky, Linus, Praktik oraz
RGT Kicker. W przypadku pozostaltych odmian pojawit si¢
produkt o wielkosci 170 pz niezwigzany z analizowanym
genem (rys. 1, 2, 3).

W trakcie analiz 46 odmian pszenicy zwyczajnej pod
katem obecnos$ci markerow dla genéw odpornosci na rdze
brunatng Lril, Lri3 i Lrl6 wykazano, iz 12 testowanych
odmian w tym 3 polskie i 9 zagranicznych posiada sku-
mulowane wszystkie analizowane geny, i naleza do nich:
Opcja, Astoria, Mewa, Bonanza, Janosch, Artist, KWS Ki-
ran, KWS Livius, Franz, Leandrus, Platin, Rotax (tab. 1).
Wsréd 20 odmian stwierdzono obecnos¢ dwoéch gendw
w roznych kombinacjach. Czternascie odmian posiadato
tylko jeden z identyfikowanych genow (tab. 1).

W celu zwickszenia odpornosci na choroby grzybo-
we pszenic, hodowla nowych odmian skierowana jest na
pozyskiwanie nowych, efektywnych zrédet odpornosci
i wprowadzaniu ich do programéw hodowlanych. Najwaz-
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Rys. 1. Elektroforogram przedstawiajacy wystepowanie markera Xwmc764 genu Lr16 u odmian pszenicy
Fig. 1. Electropherogram showing the presence of a marker Xwmc764 gene Lr16 in wheat cultivars
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Rys. 2. Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera Xwmc764 genu Lr16 u odmian pszenicy
Fig. 2. Electropherogram showing the presence of a marker Xwmc764 gene Lr16 in wheat cultivars
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Rys. 3. Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera Xwmc764 genu Lr16 u odmian pszenicy
Fig. 3. Electropherogram showing the presence of a marker Xwmc764 gene Lr16 in wheat cultivars

Tabela 1. Obecnos¢ genow Lri1, Lr13 i Lrl6 u odmian pszenicy o zréznicowanym pochodzeniu
Table 1. Presence of Lr11, Lri3 and Lr16 genes in wheat cultivars with different origins

Gen — Gene

Odmiana Lril Lri3 Lri6
Cultivar marker marker marker
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niejszym 1 najcenniejszym zroédlem gendéw odpornosci na
rdz¢ brunatng pszenicy sg przede wszystkim gatunki dzikie
pszenic oraz gatunki im pokrewne, tj.: Triticum monococ-
cum, T. spelta, T. dicoccum, T. dicoccoides, T. timopheevii,
T durum, T. carthlicum, T. sphaerococcum, T. tauschii (syn.
Aegilops squarrosa), A. speltoides, A. longissima, A. ovata,
H. villosa (syn. Dasypyrum villosum L. Candargy) oraz zyto
(Secale cereale) (Mclntosh i wsp. 1998; Gorny 2004; Chet-
kowski 1 wsp. 2005).

Odmiany pszenicy ozimej uprawiane w Polsce oraz
nowe, poddawane badaniom rejestrowym, oceniane sg jako
srednio podatne w stadium siewek na porazenie przez Puc-
cinia recondita f. sp. tritici. W warunkach polowych odmia-
ny te oceniane sg jako mniej lub bardziej wrazliwe w zalez-
nosci od pory roku (Pietrusinska 2010). Dane literaturowe
dotyczace wystepowania konkretnych genéw Lr zardéwno
w polskich, jak i zagranicznych odmianach nie zawsze sa
jednoznaczne. Najcze$ciej jednak, jako wystepujace w pol-
skich odmianach pszenicy wymienia si¢ geny Lr1, Lr3, Lrll,
Lri3, Lri4, Lri16 1 Lr26 (Chetkowski i wsp. 2005). W pra-
cy wsrdd polskich odmian skumulowane geny Lr/11 i Lri3
posiadaty odmiany: Opcja, Medalistka, Astoria i Mewa.
W krajach europejskich wystepuja najczesciej odmiany po-
siadajace geny: Lr10, Lri7, Lr20 i Lr37 (Tyrka i Chetkow-
ski 2004). Badania nad obecnoscia genéw odpornosci na
rdzg brunatng w odmianach europejskich prowadzit réwniez
Winzeler 1 wsp. (2000). Geny jakie zidentyfikowat to: Lr1,
Lr3a, Lr3ka, Lri0, Lrl3, Lri4a, Lri7b, Lr20, Lr26 oraz
Lr37. W prezentowanych badaniach u wszystkich testowa-
nych odmian zagranicznych oprocz odmiany Frisky ziden-

tyfikowano jeden lub wigcej analizowanych genow (Lril,
Lri3, Lrl6). Za bardzo skuteczne przeciwko rdzy brunatnej
jednak niewystepujace w polskich odmianach geny uwaza
sig: Lr9, Lrl19, Lr23, Lr24 i Lr25. Wozniak-Strzembicka
(2003) na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzita,
ze geny Lr9 oraz Lrl9 sg jedynymi w petni skutecznymi
w catej Europie przeciwko P. recondita.

Gen odpornosci na rdze¢ brunatng Lr11 pierwotnie zostat
zlokalizowany na chromosomie 2A (Soliman i wsp. 1964),
jednak najnowsze badania wskazuja, iz gen ten zlokalizo-
wany jest na chromosomie 2D (Darino i wsp. 2015). W ba-
daniach marker Xwmc261 genu Lr11 wystapit samodzielnie
lub w potaczeniu z genami Lri3 i Lri6 u wszystkich anali-
zowanych polskich odmian oprocz Banderoli i Jantarki oraz
u wszystkich zagranicznych odmian oprocz odmiany Frisky.
Marker Xwmc24 genu Lrll pojawit si¢ samodzielnie lub
w potaczeniu z genami Lri3 i Lr16 w 7 sposrod 13 analizo-
wanych odmian polskich oraz w 14 sposrod 33 analizowa-
nych odmian zagranicznych.

Gen odpornosci Lr13 uznawany jest za jeden z najszerzej
rozpowszechnionych gendéw odpornosci na rdz¢ brunatna,
znajduje si¢ on na krotkim ramieniu chromosomu 2B psze-
nicy. Zrédlem tego genu jest pszenica zwyczajna. W pota-
czeniu z innymi genami Lr powoduje znaczne zwigkszenie
odpornosci roslin. Singh i wsp. (2001) podali, Ze potaczenie
genow Lrl i Lrl3 zdecydowanie wptyneto na wzrost odpor-
nosci australijskich odmian pszenicy. Podobng prawidto-
wos¢ zaobserwowatl Roelfs (1988) po skumulowaniu w od-
mianach pszenicy genow Lr13 i Lr34. W swoich badaniach
Winzeler i wsp. (2000) zidentyfikowali gen odporno$ci na
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rdze brunatng Lr/3 samodzielnie lub w potaczeniu z innymi
genami u czterdziestu dwoch europejskich odmian pszeni-
cy zwyczajnej sposrod siedemdziesieciu dwdch analizowa-
nych. W prezentowanych badaniach marker Xgwm630 genu
Lr13 wystapit samodzielnie lub w polaczeniu z genami Lr/1
i Lri6 u 4 polskich i 10 zagranicznych odmian pszenicy
zZwyczajnej.

Gen Lrl6 zostal zmapowany w regionie znajdujacym
si¢ na koncu dlugiego ramienia chromosomu 2B pszenicy
(Somers i wsp. 2004; McCartney i wsp. 2005). W badaniach
marker Xwmc764 genu Lri6 wystapil samodzielnie lub
w polaczeniu z genami Lr/l i Lrl3 u wszystkich analizo-
wanych polskich odmian oprécz Hondii i Medalistki oraz
u wszystkich zagranicznych odmian oprécz nastgpujacych:
Memory, Bartosz, KWS Dakotana, KWS Ozon, Aleksander,
Lavantus, Dolores, Fakir, Delewar, LG Jutta, Kilimanjaro

by jest metodg powszechnie stosowang w programach ho-
dowlanych na calym $wiecie. Do najwazniejszych korzysci
MAS (Marker — Assisted Selection) mozna niewatpliwie za-
liczy¢ fakt, ze selekcja materiatu hodowlanego jest przede
wszystkim niezalezna od fazy rozwojowej badanych roslin
oraz czynnikow zewnetrznych, co jest istotne w przypadku
koniecznosci przeprowadzania krzyzowan wypierajacych.

Whioski / Conclusions

Sposrdd 46 analizowanych odmian 3 polskie: Opcja,
Astoria, Mewa i 9 zagranicznych: Bonanza, Janosch, Artist,
KWS Kiran, KWS Livius, Franz, Leandrus, Platin, Rotax
posiadaja skumulowane geny odpornosci na rdz¢ brunatng
Lril, Lri3 i Lri6. Odmiany te mogg stanowi¢ materiat re-

oraz Hybery.
Kumulacja réznych kombinacji genéw warunkujacych
odporno$¢ na wazne z punktu widzenia rolniczego choro-

ferencyjny w programach hodowlanych.
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