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Field evaluation of resistance of winter wheat to powdery mildew
(Blumeria graminis f. sp. tritici) and identification of the gene Pm2
in selected genotypes

Polowa ocena odpornosci na maczniaka prawdziwego zbdz i traw
(Blumeria graminis f. sp. tritici) oraz identyfikacja genu Pm2
w wybranych genotypach pszenicy ozime;j

Danuta Kurasiak-Popowska*, Agnieszka Tomkowiak, Dorota Weigt, Sylwia Mikotajczyk, Jerzy Nawracata

Summary

The aim of this study was the analysis of infection of winter wheat by Blumeria graminis f. sp. tritici in field conditions and
identification of the gene Pm2 using SSR markers. Winter wheat genotypes containing the resistance genes for leaf rust (Lr19 or Lr50)
or containing semi-dwarfing genes (RhtB1, RhtD1 and Rht8) were examined. Field observations were conducted at the Agricultural
Research Station Dton (51°41'23.835"N 17°4'1.414"E) in the years 2014-2016. The analyzed wheat genotypes showed varied
resistance to powdery mildew under field conditions. To identify the gene Pm2 two markers were used: Xgwm205 and Xcfd81. As
a result of the analysis of both markers specific products were observed in the 16 genotypes of wheat. Specific amplification products
did not appear in the genotypes: Agatha, Klasic and Ludwig when Xcfd81 was used; and in 3 genotypes containing Lr19 when analysis
were carried out with marker Xgwm205. The differences in results for a total of five cultivars may be linked to various allelic forms in
alocus Pm2.
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Streszczenie

Celem pracy byta polowa ocena porazenia pszenicy ozimej przez Blumeria graminis f. sp. tritici oraz identyfikacja genu Pm2 za
pomocg markeréow SSR w tych materiatach. Jako materiat wykorzystano genotypy pszenicy ozimej zawierajgce geny odpornosci na
rdze brunatng (Lr19 lub Lr50) lub zawierajace geny potkartowatosci (RhtB1, RhtD1 i Rht8). Obserwacje polowe przeprowadzono
w latach 2014-2016 w Rolniczym Gospodarstwie Doswiadczalnym Dton (51°41'23.835"N 17°4'1.414"E). Analizowane genotypy
pszenicy charakteryzowaty sie zrdznicowang polowg odpornoscia na maczniaka prawdziwego zbdz i traw. W wyniku analiz
molekularnych specyficzne produkty amplifikacji dla Xgwm205 oraz Xcfd81 Swiadczace o obecnosci genu Pm2 zaobserwowano
w 16 genotypach pszenicy ozimej. Specyficzne produkty amplifikacji nie pojawity sie w genotypach: Agatha, Klasic i Ludwig przy
analizach przeprowadzonych w wykorzystaniem Xcfd81 oraz w 3 genotypach zawierajgcych Lr19 dla markera Xgwm205. Rdznice
w wynikach dotyczgce w sumie pieciu odmian sg prawdopodobnie skutkiem wystepowania réznych form allelicznych w locus Pm2.

Stowa kluczowe: pszenica; maczniak prawdziwy zbdz i traw; markery SSR

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
Dojazd 11, 60-632 Poznan
*corresponding author: dkurasiak@wp.pl

The Polish Society of Plant Protection
The Institute of Plant Protection — National Research Institute


mailto:dkurasiak@wp.pl

178

Resistance of winter wheat to powdery mildew / Odporno$¢ pszenicy ozimej na maczniaka prawdziwego

Wstep / Introduction

Znajomo$¢ genotypow pod wzgledem ich odpornosci
na choroby grzybowe i inne, wazne pod wzgledem hodow-
lanym cechy, pomaga w $wiadomym wyborze kompo-
nentow rodzicielskich do krzyzowania oraz w selekcji
korzystnych genotypéw w dalszych etapach hodowli.
Ocena badanych cech fenotypowych tradycyjnie przebiega
w warunkach polowych oraz w ostatnich latach polega na
analizach molekularnych przy uzyciu markeréw specy-
ficznych. Markery molekularne sprzgzone z genami
odpornosci umozliwiajg selekcje w kierunku odpornosci na
dang chorobe przy braku patogenow (Langridge i wsp.
2001). Piramidyzacja kilku genéw w jednej odmianie
moze zapewni¢ bardziej trwala odpornos¢ na choroby,
poniewaz jest mniej prawdopodobne, aby w populacji

patogenu doszlo jednocze$sniec do wielu mutacji
dotyczacych kazdego genu opornosci (McDonald i Linde
2002).

Do identyfikacji gendéw odporno$ci na maczniaka
prawdziwego zboz i traw bardzo czesto wykorzystuje si¢
dwa typy markerow molekularnych: markery mikro-
satelitarne (SSR - Single Sequence Repeat) oraz STS
(Sequence Target Site). Przy udziale tych dwdch typow
markerow molekularnych zidentyfikowano wiele z gendéw
odpornosci na maczniaka prawdziwego zb6z i traw, przy
czym geny Pm1, Pm 2, Pm3, Pm4, Pm5, Pm8 i Pm24 maja
wigcej niz jeden allel nadajacy opornos¢ (Miranda i wsp.
2006; Ma i wsp. 2016): Pm1le (Singrun i wsp. 2003), Pm3g
(Bougot i wsp. 2002), Pm3h, Pm3i, Pm3j (Huang i wsp.
2004), Pmda (Ma i wsp. 2004), Pm4b (Yi i wsp. 2008), Pm
4c (Hao i wsp. 2008), Pm5e (Huang i wsp. 2003), Pm8
(Mohler i wsp. 2001). Do tej pory zidentyfikowano
17 funkcjonalnych alleli w locus Pm3, co czynilo go
jednym z najwickszych genow opornosci roslinnej (Bhullar

i wsp. 2010). W przypadku Pm2, zidentyfikowano Pm2a
(pszenica Ulka), Pm2b (linia KM2939), PmPB3558 (linia
PB3558), Pm2c z chinskich landow Niaomai, PmX3986-2
(linia X3986-2), PmMWFJ (Wanfengjian 34) i PmD57-5D
(linia D57-5D), PmLX66 (chifska odmiana Liangxing 66),
PmZ155 (chinska odmiana Zhongmai 155), PmW14
(chinska odmiana Wennong 14) i PmYB (chinska odmiana
YingBo700) (Mclntosh i Baker 1970; Ma i wsp. 2011,
2014, 2015a, b, ¢; Huang i wsp. 2012; Song i wsp. 2014;
Lu i wsp. 2015; Sun i wsp. 2015; Xu i wsp. 2015).

Najbardziej ekonomicznym i efektywnym rozwigza-
niem jest wprowadzenie do jednej odmiany genow
odpornosci nie tylko na jedng, ale na rézne choroby.
Poglgbiona charakterystyka materialdow referencyjnych,
zgromadzonych jako materialy wyjSciowe ma duze zna-
czenie w hodowli roslin.

Celem pracy byla polowa ocena porazenia przez
Blumeria graminis f. sp. tritici genotypow referencyjnych
pszenicy ozimej ze znanymi genami odpornosci na rdze
brunatng (Lr19 lub Lr50) i genami potkartowatosci (RhtB1,
RhtD1 lub Rht8) oraz identyfikacja genu Pm2 za pomoca
markerow SSR w tych materiatach.

Materialy i metody / Materials and methods

Jako material wykorzystano genotypy referencyjne
pszenicy ozimej zawierajace geny odpornosci na rdze
brunatng (Lrl9 lub Lr50) lub zawierajace wybrane geny
pétkartowatosci (RhtB1, RhtD1 lub Rht8) otrzymane z Na-
tional Smalle Grain Collection, NPGS, USA oraz genotypy
pszenicy ozimej znajdujace si¢ w kolekcji Katedry
Genetyki i Hodowli Roélin (KGiHR) Uniwersytetu Przy-
rodniczego w Poznaniu (tab. 1).

Tabela 1. Stopien odporno$ci na porazenie przez Blumeria graminis f. sp. tritici w warunkach polowych (Rolnicze Gospodarstwo
Doswiadczalne Dton) oraz identyfikacja genu Pm2 za pomoca dwoch markeréw SSR

Table 1. The degree of resistance to infection by powdery mildew Blumeria graminis f. sp. tritici in the field conditions (Agricultural
Research Station Dton) and identification of the gene Pm2 by two SSR markers

Warunki polowe Analizy molekularne
Lp. Genotyp Geny Field conditions Molecular analysis
No. Genotype Genes
2013/2014 2014/2015 | 2015/2016 Xcfd81 Xgwm205
1 2 3 4 5 6 7 8
1 D347 Lr19 35 55 45 + -
2 Agatha Lr19 15 2 15 - -
3 Thatcher Lr19 15 15 6,5 + -
4 Lr19 Lr19 2 1,5 6,5 + +
5 TAM 107 Lr50 6,5 25 35 + +
6 Karl 92 Lr50 4,5 2,5 2,5 + +
7 KS96WGRC36 Lr50 8 2 55 + +
8 Greer Rht8 (174 pz - bp) 2,5 15 55 + +
9 Augusta Rht8 (174 pz - bp) 5 2 2,5 + +
10 Klasic Rht8 (165 pz — bp) 7,5 2,5 2 - +
11 Geneva Rht8 (174 pz - bp) 6 3 75 + +
12 Clark Rht Bla, Rht D1a 6,5 3 15 + +
13 Pioneer var 2548 Rht8 (174 pz - bp) 6,5 25 6 + +
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1 2 3 4 5 6 7 8
14 Pioneer var 2545 Rht Bla, Rht D1b 6,5 25 55 + +
15 2737TW Rht8 (204 pz — bp) 7 25 6,5 + +
16 Freedom Rht B1b, Rht Dl1a 55 2 7 + +
17 OK 101 Rht Bla, Rht D1b 15 1 75 + +
18 Ok 102 Rht B1b, Rht Dla 55 15 2,5 + +
19 Ludwig - 6,5 35 6 - +
20 Muszelka - 55 6,5 55 + +
21 Ozon - 8 75 55 +

skala 9°: 1 — pelne porazenie, 9 — brak objaw6w chorobowych — 9°scale: 1 — severe infection, 9 — no symptoms of infection
7 oznacza obecno$¢ danego fragmentu DNA charakterystycznego dla locus Xcfd81 lub Xgwm205

”+” indicates the presence of a particular DNA fragment specific to the Xcfd81 or Xgwm205 locus

,— 0znacza brak danego fragmentu DNA charakterystycznego dla locus Xcfd81 lub Xgwm205

”— " means no specific DNA fragment specific for the Xcfd81 or Xxgwm205 locus

Doswiadczenie polowe zalozone zostalo w Stacji
Doswiadczalnej KGiHR mieszczacej si¢ w Rolniczym
Gospodarstwie Doswiadczalnym Dlon Uniwersytetu Przy-
rodniczego w Poznaniu (51°41'23.835"N 17°4'1.414"E)
w latach 2014-2016. Wybrane genotypy wysiewano na
poletkach o powierzchni 1 m? (I m x 1 m), w ukladzie
blokéw losowanych, w trzech powtdrzeniach. Ocena
stopnia porazenia ro§lin przez B. graminis f. sp. tritici
dokonywana byla w oparciu o 9-stopniowg skale, w ktorej
9 - oznacza brak objawdéw chorobowych, a 1 — najsilniej-
sze porazenie.

Material do analiz molekularnych pobrano z 10-dnio-
wych siewek uzyskanych ze skietkowanych w warunkach
laboratoryjnych ziaren. Izolacjg DNA prowadzono wyko-
rzystujac zestaw do izolacji DNA z roslin Genomic Mini
AX PLANT firmy A&A BIOTECHNOLOGY zgodnie
z dolaczong procedura. Stezenie DNA oznaczono za
pomocg spektrofotometru NanoDrop. Proby rozcienczano
woda destylowang w celu uzyskania jednolitego stezenia
40 ng/ul. Reakcje PCR (polymerase chain reaction)
przeprowadzono w mieszaninie o skladzie: woda — 5 pl,
DreamTaq' “Green PCR Master Mix — 6,25 pl, startery —
2 x 0,25 pl (stezenie koncowe starterow wynosito 20 uM),
matryca DNA — 1 pl. W celu stwierdzenia obecnos$ci genu
Pm2 w odmianach wykorzystano dwa specyficzne mar-
kery: Xgwm205 i Xcfd81, do identyfikacji ktorych uzyto
nastgpujacych par starteroOw:

Xgwm205 - F:5’CGACCCGGTTCACTTCAGS3’,
R:5’AGTCGCCGTTGTATAGTGCC3’,

Xcfd81 — F:5’TATCCCCAATCCCCTCTT3,
R:5’GTCAATTGTGGCTTGTCCCT3".

Do badan wykorzystano termocykler gradientowy
TProffesional Basic Gradient Thermocycler. Po zopty-
malizowaniu reakcj¢ PCR przeprowadzono w tych samych
warunkach niezaleznie od identyfikowanego markera,
profil réznit si¢ tylko temperatura przylaczania starterow
ustalong zgodnie z temperaturg ich topnienia: denaturacja
wstepna — 3 min. w 94°C, 40 cykli (denaturacja — 30 s
w 94°C, przylaczanie starteréw — 1 min. w 54°C, 58°C,
63°C, synteza — 1 min. w 72°C), synteza koncowa — 5 min.
w 72°C, przechowywanie max. 24 h w 4°C.

Elektroforeze prowadzono w zelu agarozowym o steze-
niu 2,5%. Wizualizacji dokonano na transiluminatorze
High Performance UV Transilumiantor UVP. Obrazy
archiwizowano za pomocg systemu KTE — Video.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion
W czasie trwania badan polowych zaobserwowano

wyzsze temperatury w okresie od marca do lipca we
wszystkich latach badan w poréwnaniu do wicelolecia, przy

Tabela 2. Miesigczne sumy opadow i $rednie miesigczne temperatury powietrza w Rolniczym Gospodarstwie Do§wiadczalnym Dton

w latach 2014-2016

Table 2. Sums of rainfall and mean air temperatures in Agricultural Research Station Dton in 2014-2016

Srednia temperatura powietrza Suma opadéw
Miesige Average air temperature Precipitation total
Month [°C] [mm]
2014 2015 2016 1956-2009 2014 2015 2016 1956-2009

Marzec — March 6,9 3,9 1,0 3,0 46,6 54,8 61,0 33,7
Kwiecien — April 115 8,3 8,8 8,2 41,3 26,0 54,5 32,0
Maj — May 154 14,8 16,3 13,5 135,2 30,1 57,5 55,3
Czerwiec — June 19,5 17,7 21,0 16,8 27,6 33,2 72,5 66,2
Lipiec — July 23,9 21,7 19,5 18,4 69,6 53,1 128,2 82,1
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czym w roku 2014 zaobserwowany wzrost temperatur byt
najwyzszy (tab. 2). W roku 2015 po deszczowym marcu
zanotowano bardzo matlg ilo$¢ opadow w kolejnych
miesigcach, co sprawito, iz w analizowanym okresie czasu
suma opadow w Rolniczym Gospodarstwie Doswiad-
czalnym Dlon byta nizsza niz w wieloleciu. W latach 2014
12016 odnotowano wiecej opadow niz w wieloleciu.

Polowe wyniki porazenia przez maczniaka prawdzi-
wego zb6z i traw byly bardzo zrdéznicowanie w latach
badan. Wysokie, $rednie i niskie porazenie genotypow
pszenicy ozimej obserwowano w kazdym roku badan.
Bardzo niskie porazenie odmiany Ozon zaobserwowano
w pierwszych dwoch latach badan, odmiana Muszelka
odznaczata si¢ $rednim poziomem porazenia, a odmiana
Agatha wysokim przez wszystkie lata badan. W przypadku
pozostatych genotypéw porazenie bylo zmienne w latach.
Zwiazane jest to z faktem, iz wirulencja izolatow repre-
zentujacych populacje B. graminis f. sp. tritici na terenie
Polski jest bardzo ztozona (Pietrusinska i Czembor 2014),
a z drugiej strony obecnie poznano 41 gendéw Pm odpor-
nosci na B. graminis f. sp. tritici (Czajowski i Czembor
2016). Pigé¢ z tych loci (Pm1, Pm 2, Pm3, Pm4, Pm5, Pm8
i Pm24) maja wigcej niz jeden allel nadajacy opornosé
(Miranda i wsp. 2006; Ma i wsp. 2016).

Jedynie niektore z tych gendéw warunkuja efektywna
odporno$¢ na maczniaka prawdziwego zbdz i traw, co
wigze si¢ ze zdolno$ciami adaptacyjnymi i migracja

pz —bp

patogena (Czajowski i Czembor 2016). Analiza wirulencji
i struktura populacji B. graminis f. sp. tritici na terenie
Polski w latach 2008-2013 zostala przedstawiona przez
Pietrusinskg i Czembora (2014) oraz Czajowskiego
i Czembora (2016). W doswiadczeniach tych zaobser-
wowano, ze populacja B. graminis wyst¢pujaca na
pszenicy charakteryzuje si¢ szerokim spektrum wirulencji,
a wystepujace izolaty odznaczajg si¢ patogenicznoscig
wobec wigkszo$ci odmian i linii pszenicy z genami Pm.
W zwigzku z tym nalezy poszukiwa¢ nowych zrodet
odpornosci i dazy¢ do kumulowania gendéw odpornosci
w jednym genotypie. Ma i1 wsp. (2011) uwazaja, iz Pm2
moze by¢ bardzo uzyteczny w potaczeniu z innymi genami
odpornosci na maczniaka prawdziwego zboz i traw. Obec-
no$¢ wielu form allelicznych genu Pm2 odpowiada za
r6zny poziom odpornosci genotypoéw na B. graminis f. sp.
tritici i znaczaco zwigksza zroznicowanie w tym locus (Ma
i wsp. 2016).

W przedstawionej pracy oceniono obecno$¢ genu Pm2
za pomocg markerow Xgwm205 i Xcfd81. W trakcie analiz
stwierdzono bardzo duza powtarzalno$¢ wynikéw. W wyni-
ku analiz markerem Xcfd81 specyficzny produkt o dtugosci
283 pz, $wiadczacy o obecnosci genu Pm2 zaobserwowano
w 18 genotypach pszenicy ozimej (rys. 1). Markera nie
zaobserwowano w genotypach Agatha, Klasic i Ludwig.
Wykorzystujac marker Xgwm205 specyficzny produkt
amplifikacji o dlugosci 143 pz (Swiadczacy o obecnosci

300 pz
283 pz
R“;Z(J'D pz

<100 pz

300 pz

283 pz

200 pz

100 pz

Rys. 1. Obraz elektroforetyczny produktéw PCR w 2,5% Zelu agarozowym po wilaczeniu do reakcji markera Xcfd81. W — marker masy
czasteczkowej O'RangeRuler 100 pz. Kolejno$é genotypow na zelu zostata zamieszczona w tabeli 1.
Fig. 1. Electrophoresis of PCR products on 2.5% agarose gel with marker Xcfd81. W — O'RangeRuler molecular weight marker of

100 bp. The order of genotypes in gel according to Table 1.
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pz —bp
Rys. 2. Obraz elektroforetyczny produktoéw PCR w 2,5% zelu agarozowym po wilaczeniu do reakcji markera Xgwm205. W — marker
masy czasteczkowej O'RangeRuler 100 pz. Kolejno$é genotypow na zelu zostata zamieszczona w tabeli 1.
Fig. 2.  Electrophoresis of PCR products on 2.5% agarose gel with marker Xgwm205. W — O'RangeRuler molecular weight marker of

100 bp. The order of genotypes in gel according to Table 1.

genu Pm2) zidentyfikowano u 18 genotypéw. Produkt o tej
wielko$ci nie pojawil si¢ w genotypach zawierajacych gen
Lr19: D347, Agatha i Thatcher (rys. 2). Roznice w wy-
nikach dotyczace w sumie pigciu odmian sg prawdo-
podobnie skutkiem wystgpowania w badanych genotypach
roznych alleli w locus Pm2. Ma i wsp. (2016) zauwazaja,
ze podobnie jak w przypadku Pm3, identyfikuje si¢ coraz
wiecej alleli Pm2 z réznymi widmami odpowiedzi na
izolaty B. graminis f. sp. tritici zwigkszajac tym samym
réznorodno$¢ w tym locus. Autorzy sugeruja dalsze
badania w celu rozréznienia tych alleli, w tym mapowanie
i re-sekwencjonowanie.

Sposrod genotypoéw zawierajacych geny odpornoscei na
rdz¢ brunatna, najmniej porazonymi genotypami przez
B. graminis f. sp. tritici byty genotypy: D347 zawierajacy
Lrl9 oraz KS96WGRC36 z genem Lr50. Analizujac trzy
geny polkarfowatosci najstabiej porazanymi genotypami
zawierajacymi Rht8 byly Geneva i 2737W, a geny Rht —
Blb (Rhtl) oraz Rht — D1b (Rht2) genotypy Pioneer var
2545 oraz Freedom.

Wiedza uzyskana na podstawie przeprowadzonych
analiz molekularnych pozwala na mozliwos¢ swiadomego
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