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Identification of the resistance gene to leaf rust (Puccinia recondita)
using the Xgdm87 marker in the Polish wheat varieties

Identyfikacja genu odpornosci na rdze brunatng (Puccinia recondita)
z wykorzystaniem markera Xgdm87 w polskich odmianach pszenicy ozimej
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Summary

Leaf rust, caused by Puccinia recondita f. sp. tritici is one of the most important diseases of wheat. Introduction of resistance genes
is the best way to protect plants against diseases. Due to the appearance of new races of the pathogen the stability of plant resistance
can be obtained by introducing and accumulating new resistance genes. So far Lr50 gene had been used in a small scale in Polish
wheat breeding. The aim of this study was to verify the effectiveness of the marker Xgdm87 in winter wheat reference genotypes
obtained from the National Small Grains Collection from the United States and then to test the 13 Polish winter wheat varieties for the
presence of the gene Lr50. Xgdm87 marker linked to the gene Lr50 was identified in the reference materials, and then in 2 varieties of
winter wheat: Arkadia and Astoria.
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Streszczenie

Jedng z waznych chordéb pszenicy jest rdza brunatna wywotywana przez Puccinia recondita f. sp. tritici. Najlepszym sposobem
ochrony roslin przed chorobami jest wprowadzenie gendw odpornosci. Z powodu pojawiania sie nowych ras patogena zapewnienie
trwatej odpornosci roslin mozna uzyskaé wprowadzajac i kumulujgc nowe geny odpornosci. Gen Lr50 dotychczas byt w matym stopniu
wykorzystywany w polskiej hodowli pszenicy. Celem pracy byto sprawdzenie skutecznosci markera Xgdm87 w genotypach
referencyjnych pszenicy ozimej otrzymanych z Narodowej Kolekcji Roslin Zbozowych (National Small Grains Collection) ze Standw
Zjednoczonych, a nastepnie przetestowanie 13 polskich odmian pszenicy ozimej na obecnos¢ genu Lr50. Marker Xgdm87 sprzezony
z genem Lr50 zostat zidentyfikowany w materiatach referencyjnych oraz w polskich odmianach pszenicy ozimej Arkadia oraz Astoria.

Stowa kluczowe: pszenica; rdza brunatna; markery molekularne SSR
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Wstep / Introduction

Pszenica ozima narazona jest na dziatanie wielu choréb
atakujacych zarowno zdzblo, liscie, korzenie, jak i klosy.
Straty wywolane przez agrofagi w produkcji pszenicy
ozimej ocenia si¢ na 20—40%, w ktorych najwigkszy udziat
stanowig choroby grzybowe. Ze wzgledu na szerokie
rozprzestrzenianie si¢ oraz potencjal epidemiologiczny,
rdza brunatna powodowana przez Puccinia recondita f. sp.
tritici zaliczana jest do najpowazniejszych chorob (Kolmer
i wsp. 2007; Lind i1 Gultyaeva 2007; Bolton i wsp. 2008;
Khan i wsp. 2013). Dazenie do ograniczenia chemicznych
metod ochrony roslin wymusito poszukiwanie innych
mozliwosci walki z tg choroba (Zamorski i wsp. 2001).
Obecnie najskuteczniejsza metodg walki spehniajaca
powyzsze wymagania jest hodowla odpornosciowa
(Chetkowski 1 Stepien 2005; Okon i wsp. 2012).
Dotychczas udalo si¢ zidentyfikowa¢ ponad 70 gendéw
odpornosci na rdze brunatng (Mclntosch i wsp. 2012), z
ktorych wigkszos$¢ pochodzi z dzikich gatunkow pszenicy.
Poszukiwanie nowych genéw warunkujacych odpornosé
jest niezbedne ze wzgledu na ciggle zmiany wirulentno$ci
patogena i jego zdolnosci do adaptacji w rdéznych
warunkach klimatycznych, powodujace utrate odpornosci
przez odmian¢ (Bolton i wsp. 2008). Jednym z nich jest
gen Lr50 pochodzacy z Triticum timopheevii subsp.
armeniacum. Niezbednym narz¢dziem diagnostycznym
w nowoczesnej hodowli roslin uprawnych pozwalajacym
na identyfikacje genow odpornosci sa techniki moleku-
larne wykorzystujace markery specyficzne. Jednym z nich
jest szeroko stosowany marker SSR (Simple Sequence
Repeats) wykrywajacy roznice w zmiennej liczbie pow-
torzen mikrosatelitarnych.

Celem pracy bylo przetestowanie 13 polskich odmian
pszenicy ozimej na obecno$¢ genu Lr50 z wykorzystaniem
markera Xgdm87 oraz identyfikacja tego genu w mate-
riatach referencyjnych pszenicy ozimej otrzymanych z Na-

rodowej Kolekcji Roslin Zbozowych (National Small
Grains Collection) ze Stanéw Zjednoczonych.

Materialy i metody / Materials and methods

Przedmiotem badan bylo 13 polskich odmian pszenicy
ozimej oraz 3 odmiany referencyjne: KS96WGRC36 (Tam
107*4 x TA 870 z T. armeniacum), Tam 107 (Tam 105*4
x Amigo) — odporne na rdz¢ brunatng oraz Wichita (Early
Blackull x Tenmarq) podatna na rdzg. Materiaty refe-
rencyjne otrzymano z Narodowej Kolekcji Roslin Zbozo-
wych znajdujacej si¢ w Rolniczej Stacji Doswiadczalnej
(Agriculture Research Station) w Aberdeen.

Odmiany polskie otrzymano z Rolniczego Gospo-
darstwa Doswiadczalnego w Dloni, stanowigcego jed-
nostke organizacyjng Uniwersytetu Przyrodniczego w Poz-
naniu. Podstawowe informacje o badanych odmianach
zamieszczono w tabeli 1.

Izolacje DNA prowadzono wykorzystujac zestaw do
izolacji DNA z roslin Genomic Mini AX PLANT firmy
A&A BIOTECHNOLOGY zgodnie z procedurg dotaczong
do zestawu. Stezenie DNA oznaczono za pomocg spektro-
fotometru NanoDrop. Proby rozcienczono woda desty-
lowang w celu uzyskania jednakowego st¢zenia 25 ng/ul.
PCR (Polymerase Chain Reaction) przeprowadzono
w mieszaninie o skladzie: woda — 5 pl, DreamTaq' “'Green
PCR Master Mix — 6,25 pl, startery — 2x 0,25 pl, matryca
DNA -1 pul
Identyfikacje markera genu Lr50 przeprowadzono
z wykorzystaniem starterow GDMS87 wyprodukowanych
przez firmg¢ IDT (Integrated DNA Technologies), dystry-
butorem ktérych byta firma Symbios Sp. z o0.0. Am-
plifikowano produkt o wielkosci 110 pz. Sekwencje star-
terow: GDMS87 — 5 AAT AAT GTG GCA GCA AGT
CTT GG 3’, GDM87 — 5> CCA AGC CCC AAT CTC
TCT CT 3.

Tabela 1. Stopien odporno$ci na porazenie przez Puccinia recondita f. sp. tritici 13 przebadanych odmian
Table 1. The degree of resistance to infection by Puccinia recondita f. sp. tritici in 13 tested varieties

Odmiana Hodowla Odporno$¢ na rdze¢ brunatng Zrédto informacji
Variety Breeding Resistance to leaf rust Source of information

Arkadia Hodowla Ro$lin (HR) Danko dobra — good www.danko.pl
Astoria Poznanska HR $rednia — average www.phr.pl
Bamberka HR Strzelce dobra — good www.hr-strzelce.pl
Figura HR Danko $rednia — average www.danko.pl
Mewa HR Danko dobra — good www.danko.pl
Muszelka HR Danko dobra — good www.danko.pl
Natula HR Nasiona Kobierzyc bardzo dobra — very good www.nasiona.com.pl
Nutka HR Strzelce dobra — good www.hr-strzelce.pl
Smuga HR Danko $rednia — average www.danko.pl
Tulecka Poznanska HR dobra — good www.phr.pl
Tonacja HR Strzelce dobra — good www.hr-strzelce.pl
Wydma HR Smolice niska — low www.cbr.edu.pl
Zyta HR Strzelce dobra — good www.hr-strzelce.pl




Progress in Plant Protection 55 (4) 2015 383

Amplifikacje markerow SSR—-PCR przeprowadzono za
pomoca termocyklera gradientowego TProffesional Basic
Gradient Thermocycler. Testowano rézne warunki reakcji
PCR i wybrano nastgpujacy wariant — denaturacja wstep-
na: 2 min w 94°C, 40 cykli (denaturacja: 30 s w 94°C,
przylaczanie starterow, synteza: 60 s w 72°C, denaturacja:
30 s w 90°C, przylaczanie starterow: 30 s w 56°C, synteza:
60 s w 72°C), synteza koncowa: 5 min w 72°C, przecho-
wywanie: max. 24 h w 4°C.

Elektroforeze prowadzono w zelu agarozowym o steze-
niu od 1,5 do 3%. W celu wizualizacji zel przenoszono na
transiluminator High Performance UV Transiluminator
UVP. Obrazy archiwizowano za pomocg systemu KTE —
Video.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W celu optymalizacji warunkéw reakcji PCR testo-
wano 5 réznych jej wariantéw. Najlepszy do identyfikacji
markera Xgdm87 genu Lr50 okazal si¢ wariant podany
w metodyce. Na zelu otrzymano wyrazne produkty
amplifikacji o wielko$ci 110 pz na $ciezkach z odmianami
referencyjnymi KS96WGRC36 oraz Tam 107. W odmia-
nie Wichita nie zaobserwowano produktu amplifikacji na
tej wysokosci. Uzyskiwany obraz byt powtarzalny (rys. 1).

Do identyfikacji genu Lr50 w 13 polskich odmianach
pszenicy wykorzystano ten sam wariant reakcji PCR, ktory
okazal si¢ skuteczny w identyfikacji markera Xgdm87
w materiatach referencyjnych. Produkt amplifikacji o wiel-
kosci 110 pz zaobserwowano w odmianach Arkadia oraz
Astoria. Uzyskany obraz elektroforetyczny byt powta-
rzalny (rys. 2).

Geny warunkujace odporno$¢ pszenicy to w wigkszosci
geny gldwne, zapewniajace odpornos¢ na szeroka game
patogendéw 1 szkodnikow. Kodowane przez nie biatka
petnigce rolg receptorow oddziatuja z produktami gendéw
awirulencji patogendow i uruchamiajg szlak transdukcji
sygnalu, ktoéry prowadzi do reakcji nadwrazliwosci, a to
z kolei zapobiega szerzeniu si¢ infekcji (Pietrusinska
2010). Ciekawym zjawiskiem jest wystgpowanie gendw
PR (Partial Resistance) zapewniajacych wytacznie odpor-
no$¢ czesciowy. Geny odpornosci na rdz¢ brunatng daja
odpornos¢ w stadium rosliny dorostej (APR — Adult Plant
Resistance) lub tez warunkuja odpornos¢ w stadium
rosliny dorostej, jak i w stadium siewki i okreslane sa jako
SPR (Seedling Plant Resistance) (Blaszczyk i Chelkowski
2010).

Wedlug informacji zawartych na stronie www.
maswheat.ucdavis.edu, dwie rasy patogena: PNMQ oraz
MBRL wykazuja wirulencj¢ w stosunku do siewek posia-
dajacych gen Lr50. Uzyteczno$¢ genu Lr50 moze by¢
ograniczona jesli nie bedzie on wystepowal razem
z innymi genami zapewniajagcymi odporno$¢ na rase
PNMQ, np.: Lr9, Lr24, Lr4l. Wedlug Dzhenin i wsp.
(2009) gen Lr50 jest bardzo interesujacy dla nowoczesnej
hodowli ze wzgledu na malg czgstotliwos¢ wystepowania
w populacji pszenicy. Odpornos¢ réznych odmian pszenicy
nie jest cecha stata. Odmiana, do ktorej przeniesiono
pojedynczy gen Lr, moze stac si¢ po jakim§ czasie podatna
na patogen. W zwiazku z tym bardziej odporna rosling

mozna otrzymac przez piramidyzacj¢ kilku genéw R do jej
genotypu (Nelson 1978). Mimo, ze nie stwierdzono do tej
pory w Polsce ani w Europie ras P. recondita wirulentnych
odnosnie genu Lr50 przyczynil si¢ on znaczaco do
zwickszenia zdrowotnosci upraw pszenicy w Europie
(Czembor i Pietrusinska 2005). Wiaczenie gendéw Lr50 do
polskich odmian posiadajacych inne geny odpornosci na
rdze, moze znaczaco wpltynaé na ich zdrowotnos¢.

Dane literaturowe dotyczace wystepowania konkret-
nych genow Lr zarowno w polskich, jak i zagranicznych
odmianach nie zawsze s3a jednoznaczne. Najczgsciej
jednak, jako wystepujace w polskich odmianach pszenicy
wymienia si¢ geny: Lrl, Lr3, Lril, Lri3, Lri4, Lri6
i Lr26 (Chelkowski i Stgpien 2001). W krajach europejs-
kich wystepuja odmiany posiadajace geny: Lri0, Lri7,
Lr20, i Lr37 (Tyrka i Chetkowski 2004). Badania nad
obecnoscia genow Lr w odmianach europejskich prowadzit
Winzeler i wsp. (2000). Geny jakie zidentyfikowat to: L7/,
Lr3a, Lr10, Lri3, Lrid4a, Lr17b, Lr20, Lr26 oraz Lr37. Za
skuteczne, jednak nie wystepujace w polskich odmianach,
uwaza si¢ geny: Lr9, Lr19, Lr23, Lr24 i Lr25. Geny Lr9,
Lri9, Lr4l, Lr42, Lr47, Lr50 i Lr55 ocenia si¢ jako
efektywne w calej Europie.

W pracy do identyfikacji genéw odpornosci na rdze¢
brunatng wykorzystano system markeréw molekularnych
SSR. System ten opiera si¢ na analizie sekwencji
mikrosatelitarnych DNA sktadajacych si¢ z powtdrzonego
10-50 razy motywu o dlugosci 1-4 nukleotydow, wedhug
Zeb 1 wsp. (2009) 2—6 nukleotydow.
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Rys. 1. Obraz elektroforetyczny produktéw PCR (profil nr V)
w 2,3% zelu agarozowym po wlaczeniu do reakcji pary
starterow GDM87 — L i GDM87 — P. Marker masy czas-
teczkowej O’RangeRuler 100 pz

Fig. 1. The image electrophoresis of PCR products (Profile
No. V) in 2.3% agrarose gel after switching to the eaction
primer pairs GDM87 — L and GDM87 — P. Pattern
O’RangeRuler 100 bp
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Rys. 2. Obraz elektroforetyczny produktow PCR (profil nr V) w 2,5% zelu agarozowym po wlaczeniu do reakcji pary starterow
GDMS87 — L1 GDM87 — P. Marker masy czasteczkowej O’RangeRuler 100 pz
Fig. 2. The image electrophoresis of PCR products (Profile No. V) in 2.5% agrarose gel after switching to the eaction primer pairs

GDMS87 — L and GDMS87 — P. Pattern O’RangeRuler 100 bp

Wedlug Narodowej Kolekeji Roslin Zbozowych z USA,
z ktorego sprowadzone zostaly 3 genotypy referencyjne,
zrodlem genu odpornosci Lr50 na rdz¢ brunatng jest
odmiana KS96WGRC36, dlatego zostala wykorzystana
jako materiat kontrolny posiadajacy gen Lr50. Zdaniem
Brown-Guedira i wsp. (2003), zrodlem genu w tej odmia-
nie jest forma TA 870 T. timopheevii ssp. armeniacum.
Gen Lr50 jest pierwszym genem odpornosci na rdzg
brunatng pszenicy przeniesionym z dzikiego gatunku 7. #i-
mopheevii 1 jest jedynym genem Lr zlokalizowanym na
dlugim ramieniu 2. grupy chromosomoéw homologicznych.
T. timopheevii, jak podaje Leonova i wsp. (2011) to dosko-
nate Zzrodlo genow odpornosci przeciw patogenom wywo-
lujacym rdze oraz maczniaka. Informacje dotyczace
lokalizacji markera Xgdmd87 nie sg jednoznaczne. Wedtug
Mclntosh i wsp. (2005) oraz informacji zawartych na
stroniec www.maseheat.ucdavis.edu, marker ten zlokali-
zowany jest na dlugim ramieniu chromosomu 2B w odleg-
Tosci 9,4 ¢cM od genu Lr50. Zdaniem Hanif i wsp. (2008)
jest on zlokalizowany na chromosomie 2D. Wedhig
informacji zawartych na stronie www.mashweat.ucdavis.
edu, o wystepowaniu genu Lr50 s$wiadczy obecnosc
produktu amplifikacji na wysokosci 110 pz.

Potwierdzeniem uzyskanych wynikow moga by¢
badania Brown-Gueidra i wsp. (2003), w ktorych wykaza-
no obecnos¢ genu Lr50 w tych samych odmianach referen-
cyjnych oraz dodatkowo w linii TA 870, ktérej nie wyko-
rzystywano w dos$wiadczeniu. Przeprowadzone analizy
oraz badania Brown-Guedira i wsp. (2003) potwierdzity
brak genu Lr50 w odmianie Wichita. O obecno$ci genu
Lr50 w odmianie KS96WGRC36 oraz o skutecznosci jego
identyfikacji za pomocg markera Xgdm87 moga $wiadczy¢
rowniez badania przeprowadzone przez Czembora i Pie-
trusinska (2005).

Z uzyciem markera Xgdm87 przeprowadzono badania na
13 polskich odmianach pszenicy ozimej. Izolacja DNA,
lancuchowa reakcja polimerazy PCR oraz elektroforeza
wykonane zgodnie z podang metodyka pozwolily stwierdzié
obecnos¢ pozadanego produktu amplifikacji w odmianach
Arkadia oraz Astoria. Otrzymany obraz byl powtarzalny.
Potwierdzenia wynikow mozna szuka¢ w danych cha-
rakteryzujacych badane odmiany pod wzgledem odpornosci

na rdz¢ brunatng. Informacje takie podawane sa przez spoiki
hodowlane, w ktorych poszczegdlne odmiany zostaty
wyprowadzone. Analizowane odmiany, u ktorych ziden-
tyfikowano produkt o wielkosci 110 pz charakteryzowaty
si¢ dobrg i Srednig odpornoscig na rdz¢ brunatng (tab. 1).
Arkadia, wyhodowana przez DANKO Hodowle Roslin
zostata wpisana do Krajowego Rejestru w 2011 roku, a od-
miana Astoria z Poznanskiej] Hodowli Roslin w roku 2012
(www.coboru.pl). Sg to nowe, czolowe odmiany polskie
o bardzo korzystnych cechach rolniczo-uzytkowych. Obie
odmiany w badaniach przeprowadzonych w ramach
Porejestrowego Doswiadczalnictwa Odmianowego i Rol-
niczego odznaczaly si¢ odpornoscig na rdz¢ brunatng na
poziomie 7,3 w skali 9-stopniowej (9 — brak porazenia, 1 —
porazenic pelne). Analizujac polowa odpornos¢ roslin
nalezy pamietaé, iz w przypadku rdzy brunatnej zalezy ona
od poszczegolnych gendéw Lr wystepujacych w danej od-
mianie. W pracy Okonia i wsp. (2012) we wszystkich 60 ba-
danych liniach pszenicy zwyczajnej pochodzacych z Poz-
nanskiej Hodowli Roslin oraz 44 liniach z Matopolskiej
Hodowli Roslin nie stwierdzono obecnosci genéow Lr19.
Obecnos¢ genu Lrl9 autorzy stwierdzili w 33 genotypach
pochodzacych z Hodowli Roslin Strzelce.

Identyfikacja markera Xgdm87 w 2 polskich odmianach
ma duze znaczenie praktyczne, poniewaz nadrzgdnym
celem, dla ktorego markery takie sa opracowywane jest
pdzniejsze ich wykorzystanie do selekcji korzystnych ge-
notypow. Strategia selekcji wspomaganej markerami moze
by¢ przydatna do zachowania alleli recesywnych podczas
przeprowadzania krzyzowan wstecznych, do kumulacji
w jednym genotypie kilku gendw odpornosci na choroby
(piramidyzacja genow), czy w doborze komponentow
rodzicielskich do krzyzowan (Koebner i Summers 2002).

Whioski / Conclusions

1. Marker Xgdm87 zostat zidentyfikowany w polskich
odmianach pszenicy ozimej Arkadia oraz Astoria.

2. Wiaczenie genéw Lr50 do polskich odmian posiada-
jacych inne geny odpornosci na rdz¢ brunatng moze
znaczgco wplynac na ich zdrowotnos¢.
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