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Molecular analysis of resistance to powdery mildew
(Blumeria graminis f. sp. tritici) of selected winter wheat genotypes
analyzed in post-registration variety testing

Molekularna ocena odpornosci na maczniaka prawdziwego zboz i traw
(Blumeria graminis f. sp. tritici) wybranych genotypdw pszenicy ozime;j
analizowanych w doswiadczeniach porejestrowych

Justyna Szwarc*, Danuta Kurasiak-Popowska, Agnieszka Tomkowiak, Roksana Skowroriska

Summary

The aim of this study was to identify powdery mildew resistance genes in winter wheat cultivars obtained from Post-registration
Variety Testing (PDO). The research material contained leaves of 46 winter wheat cultivars, obtained from post-registration cultivar
testing field trials in Choryn, conducted by Danko Hodowla Roslin. Primers designed based on the markers Xcfd81 (Pm2 gene) and
STS,,, (Pm4b gene) were used to identify resistance genes. Pm2 gene was identified in 23 cultivars and Pm4b gene was identified in

21 cultivars. This study confirmed the efficiency of Xcfd81 and STS ,, markers in identification of Pm2 and Pm4b genes.
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Streszczenie

Celem pracy byta identyfikacja genéw odpornosci na maczniaka prawdziwego zbdz i traw u odmian pszenicy zwyczajnej ozimej
pochodzacych z Porejestrowego Doswiadczalnictwa Odmianowego (PDO). Materiat badawczy stanowity liscie 46 odmian pszenicy ozi-
mej, pozyskane z doswiadczert PDO w Choryni prowadzonych przez Danko Hodowla Roslin. Do identyfikacji gendw odpornosci wyko-
rzystano startery zaprojektowane na bazie markeréw Xcfd81 (gen Pm2) oraz STS ,,, (gen Pm4b). Gen Pm2 zidentyfikowano u 23 odmian,
a gen Pm4b zidentyfikowano u 21 odmian. Badania potwierdzity skutecznos¢ markeréw Xcfd81 oraz STS ,,, w identyfikacji genow Pm2
i Pm4b.

Stowa kluczowe: pszenica, Xcfd81, STS | ., maczniak prawdziwy
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Wstep / Introduction

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) jest zbozem
podatnym na wiele choréb, a za jedna z najwazniejszych
uznaje si¢ maczniaka prawdziwego zbdz i traw (Jasinska
i Kotecki 2003; Tratwal 2012). Sprawca choroby — Blume-
ria graminis f. sp. tritici moze powodowaé straty plonu
siggajace 34-50% (Niewochner i Leath 1998; Czajowski
i Czembor 2016). Za najskuteczniejsze metody walki
z maczniakiem prawdziwym zbdz 1 traw uwaza si¢
stosowanie fungicydow oraz hodowl¢ odmian odpornych
(Kowalczyk 1 wsp. 2011). Blumeria graminis f. sp. tritici
jest jednym z organizméw o wysokim ryzyku wyksztatcenia
odporno$ci na substancje czynne uzywane w fungicydach,
dlatego metoda hodowlana jest przez wielu autoré6w uzna-
wana za najlepszy sposOb ograniczania wystepowania
tego patogena (Ge i wsp. 1998; Kowalczyk i wsp. 2011;
Czajowski i Czembor 2016). Dotychczas odkryto 77 gendw
odporno$ci pszenicy (Pm) zlokalizowanych w 49 loci.
Niektoére loci (Pml, Pm2, Pm3, Pm4, Pm5, Pm8, Pm24)
zawieraja wigcej niz jeden wariant genu (Miranda i wsp.
2006; Hao 1 wsp. 2015). Odmiany pszenicy tylko z jednym
genem odporno$ci na maczniaka prawdziwego szybko staja
si¢ podatne na patogena. Rozwigzaniem problemu przeta-
mywania odpornosci jest piramidyzacja polegajaca na ku-
mulowaniu wielu gendw odpornosci w jednym genotypie
(odmianie) za pomoca hodowli (Bennett 1984; Singriin
i wsp. 2004). Wiele genéw odpornosci uzywanych w ho-
dowli zostato zmapowanych za pomocg markeréw moleku-
larnych — znacznikow sprze¢zonych z nimi cech. Selekcja
z uzyciem markeréw (MAS — marker-assisted selection)
umozliwia identyfikacje gendéw u wprowadzanych odmian
w sposob szybki, niezawodny oraz niezalezny od warun-
kow zewnetrznych i faz rozwojowych rosliny (Pietrusinska
i Czembor 2015). MAS jest szczegélnie przydatna
w przypadku cech, ktore trudno ocenié poprzez obserwacje
ro$lin (Mohan i wsp. 1997). Do najczgséciej stosowa-
nych technik MAS zaliczy¢ mozna selekcje przy uzyciu
nastepujacych typow markerow: Randomly Amplified
Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Lenght Poly-
morphism (AFLP), Simple Sequence Repeats (SSR), Se-
quence Tagged Site (STS) i Sequence Characterized Ampli-
fied Region (SCAR) (Sztuba-Solinska 2005).

Celem pracy byta identyfikacja gendéw odpornosci na
maczniaka prawdziwego zb6z i traw (Pm2 1 Pm4b) u od-
mian pszenicy zwyczajnej ozimej pochodzacych z Pore-
jestrowego Doswiadczalnictwa Odmianowego.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat badawczy stanowily liscie 46 odmian psze-
nicy zwyczajnej pochodzace z doswiadczen prowadzonych

w 2017 roku przez firm¢ Danko Hodowla Roslin w ramach
Porejestrowego Doswiadczalnictwa Odmianowego organi-
zowanego przez Centralny Osrodek Badania Odmian Ros-
lin Uprawnych (COBORU). Wszystkie odmiany oprocz
Memory, Julius, Aleksander i Desamo sa wpisane do Kra-
jowego Rejestru Odmian. Wykaz odmian poddanych anali-
zie wraz z nazwg hodowcy zachowujacego odmiang zostat
przedstawiony w tabeli 1. Izolacjc DNA wykonano przy
uzyciu zestawu do izolacji genomowego DNA z materiatu
ro$linnego Genomic Mini AX Plant (A&A Biotechnology),
zgodnie z zatgczonym protokotem. Po wykonaniu izolacji
zmierzono koncentracj¢ DNA w probach przy uzyciu
spektrofotometru DS-11 DeNovix. Nastepnie proby roz-
cienczono buforem Tris HCl 10 mM (A&A Biotechno-
logy) w celu uzyskania jednolitego stezenia DNA
70 ng/ul. Lancuchowsa reakcje polimerazy (PCR — poly-
merase chain reaction) przeprowadzono w mieszaninie
o sktadzie: woda — 5 pl, DreamTaq PCR MasterMix
(Thermo Fisher Scientific) — 6,25 pl, startery —2 x 0,25 pl,
matryca DNA — 1 pl. Stezenie koncowe starterow wynosito
20 uM. W celu identyfikacji genow odpornosci pszenicy
na maczniaka prawdziwego zbdz 1 traw wykorzystano
nastepujace markery: Xcfd81 — identyfikacja genu Pm2,
STS ,,, — identyfikacja genu Pm4b (tab. 2). Reakcje PCR
przeprowadzano w termocyklerze T3 (Biometra). Wa-
runki reakcji byly jednakowe dla identyfikowanych mar-
kerow, a profil reakcji przedstawial si¢ nast¢pujaco: dena-
turacja wstepna — 3 minuty w 94°C, 40 cykli (denaturacja
— 30 sekund w 94°C, przylaczanie starteréw — 1 minuta
w 56°C, synteza — 1 minuta w 72°C), synteza koncowa
— 5 minut w 72°C. Elektroforezg prowadzono w 2,5% zelu
agarozowym, do ktérego dodano barwnik Midori Green Ad-
vance DNA Stain (Nippon Genetics Europe) w ilosci 5 pl
na 100 ml Zelu. Rozdzial wykonano pod napigciem pradu
120 V w warunkach chtodni przez 1,5 godziny. Do wizu-
alizacji produktow reakcji PCR wykorzystano transiluminator
GelDoc XR+ (Biorad) oraz program ImageLab (Biorad).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W wyniku przeprowadzonych analiz z uzyciem markera
Xcfd81 zidentyfikowano gen Pm2 u 23 odmian pszenicy
(rys. 1, 2, 3). Marker S7S ,,, umozliwit identyfikacje genu
Pm4b u 21 badanych odmian (rys. 4, 5, 6). Szczegdtowa
interpretacja analiz znajduje si¢ w tabeli 3.

Zgodnie z opisowa lista odmian (Bundessortenamt
2018), gen Pm2 posiadaja odmiany: Patras, Tobak i Sailor.
Wedhug Tomkowiak i wsp. (2017) odmiana Hondia réwniez
posiada ten gen. W trakcie badan udato si¢ potwierdzic te
informacje, co §wiadczy o skutecznos$ci markera Xcfd§1.
Rowniez badania Huang i wsp. (2012) oraz Ma i wsp.
(2015, 2016) potwierdzaja duza przydatno$¢ tego mar-
kera. W pracy Tomkowiak i wsp. (2017), marker umozliwit



43 Identification of Pm2 and Pm4b genes in wheat / Identyfikacja gendw Pm2 i Pm4b u pszenicy

zidentyfikowanie genu Pm2 u 21 z 27 odmian pszenicy
zawierajacych ten gen.

Wedhig Bundessortenamt (2018), gen Pm4b posiadaja
odmiany Sailor oraz Franz. Niniejsze badania potwierdzajg
te informacje, co wskazuje na skutecznos¢ markera ST .
Wedlug Yiiwsp. (2008), marker ten jest uzyteczny i z powo-
dzeniem moze by¢ stosowany w analizach molekularnych.
W badaniach Kowalczyka i wsp. (2011) ten sam marker

rowniez umozliwil zidentyfikowanie genu Pm4b. Na pod-
stawie badan w tej pracy oraz wymienionych autorow,
mozna stwierdzi¢, ze marker STS ,,, jest wysoce przydatny
do identyfikacji genu Pm4b pszenicy.

Potowa sposrod badanych w tej pracy genotypdéw po-
siada gen Pm2, z kolei gen Pm4b wystepuje u 46% anali-
zowanych odmian. Az 42% badanych odmian, u ktoérych
skutecznie udato si¢ zidentyfikowaé gen Pm2 lub Pm4b po-

Tabela 1. Wykaz badanych odmian wraz z lista hodowcow zachowujacych (COBORU 2018)
Table 1. List of studied cultivars and a list of maintainers of cultivars (breeders COBORU 2018)

Odmiana Hodowca zachowujacy Odmiana Hodowca zachowujacy
Cultivar Breeder Cultivar Breeder
1 Belissa HR Smolice Grupa IHAR 24 KWS Livius KWS Lochow GmbH
2 Opcja HR Strzelce Grupa IHAR 25 KWS Ozon KWS Lochow GmbH
3 Pokusa HR Strzelce Grupa IHAR 26 Franz* Nordsaat
4 Medalistka Matopolska Hodowla Roslin 27 Rivero Nordsaat Saatzucht
5 Natula Matopolska Hodowla Roslin 28 Aleksander Secobra Recherches
6 Astoria Poznanska Hodowla Ro$lin 29 Sailor* Secobra Saatzucht GmbH
7 Arkadia Danko HR 30 Florus Strube
8 Banderola Danko HR 31 Lavantus Strube
9 Hondia Danko HR 32 Leandrus Strube
10 Jantarka Danko HR 33 Platin Strube
11 Mewa Danko HR 34 Rotax Strube
12 Ostroga Danko HR 35 Desamo Syngenta Seeds GmbH
13 Tytanika Danko HR 36 Dolores Syngenta Seeds GmbH
14 Memory Secobra Recherches SA 37 Fakir Syngenta Seeds GmbH
15 Bartosz Borries-Eckendorf 38 Delawar Syngenta Seeds GmbH
16 Bonanza Borries-Eckendorf 39 Fidelius Saatzucht Donau
17 Janosch Borries-Eckendorf 40 Frisky Limagrain Europe
18 Tobak* Borries-Eckendorf 41 LG Jutta Limagrain Europe
19 Artist Deutsche Saatveredelung AG 42 Linus RAGT 2n
20 Patras* Deutsche Saatveredelung AG 43 Praktik RAGT 2n
21 Julius KWS Lochow GmbH 44 RGT Kicker RAGT 2n
22 KWS Dakotana KWS Lochow GmbH 45 RGT Kilimanjaro RAGT 2n
23 KWS Kiran KWS Lochow GmbH 46 Hybery Saaten Union Recherche

*odmiany referencyjne, o potwierdzonej obecnosci genow odpornosci na maczniaka prawdziwego zboz i traw (Bundessortenamt 2018)
reference cultivars with confirmed presence of powdery mildew resistance genes (Bundessortenamt 2018)

Tabela 2. Charakterystyka starterow wykorzystanych do tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)

Table 2. Characteristics of primers used in polymerase chain reaction

Marker Sekwencje starterow Oczekiwany produkt reakcji PCR [pz] Zrodlo
Marker Primers sequence Expected PCR product [bp] Source
, F: 5"TAT CCC CAA TCC CCT CTT3’ Qiu i wsp.
Xcfd81 283 Qiu et al.
R: 5°GTC AAT TGT GGC TTG TCC CT3’
(2006)
F: 5°CTC ATT CTT GTT TTA CTT CCT TCA GT3’ Yiiwsp.
STS,,, 241 Yietal.
R: 5’GTC TCG TCT TCA GCA TCC TAT ACA3’ (2008)
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Tabela 3. Interpretacja analiz — obecno$¢ gendow Pm?2 i Pm4b w badanych odmianach

Table 3. Interpretation of analyses — presence of Pm2 and Pm4b genes in examined cultivars

Odmiana Zidentyfikowane geny Odmiana Zidentyfikowane geny
Cultivar Identified genes Cultivar Identified genes
1 Belissa - 24 KWS Livius Pm4b
2 Opcja Pm2, Pm4b 25  KWS Ozon -
3 Pokusa Pm?2 26  Franz* Pm2, Pm4b
4 Medalistka Pm4b 27  Rivero Pm2, Pm4b
5 Natula Pm4b 28  Aleksander Pm4b
6 Astoria Pm2, Pm4b 29  Sailor* Pm2, Pm4b
7 Arkadia - 30 Florus Pm2, Pm4b
8 Banderola Pm4b 31 Lavantus Pm?2
9 Hondia Pm2, Pm4b 32  Leandrus -
10 Jantarka Pm2 33 Platin Pm2
11 Mewa Pm?2 34 Rotax Pm2, Pm4b
12 Ostroga Pm?2 35 Desamo -
13 Tytanika Pm2, Pm4b 36 Dolores —
14 Memory Pm2, Pm4b 37  Fakir -
15 Bartosz - 38  Delawar -
16 Bonanza Pm4b 39  Fidelius Pm2, Pm4b
17 Janosch Pm?2 40  Frisky -
18 Tobak* Pm2, Pm4b 41 LG Jutta Pmdb
19 Artist Pm4b 42  Linus Pm?2
20 Patras* Pm?2 43 Praktik -
21 Julius Pm2, Pm4b 44 RGT Kicker Pm?2
22 KWS Dakotana - 45  RGT Kilimanjaro -
23 KWS Kiran - 46  Hybery -

*odmiany referencyjne, o potwierdzonej obecnosci genéw odpornosci na maczniaka prawdziwego zboz i traw (Bundessortenamt 2018)
reference cultivars with confirmed presence of powdery mildew resistance genes (Bundessortenamt 2018)

siada kombinacje¢ tych dwoch gendéw. Wskazuje to na duza
powszechno$¢ tych genéw w programach hodowlanych.
Prace Lutz i wsp. (1992), Svec i wsp. (2002) oraz Alam
i wsp. (2011) potwierdzaja, ze geny Pm2, Pm4b oraz kom-
binacja genéw Pm2 + Pm6 s3a nadal jednymi z najczesciej
wystepujacych zrodet odpornosci pszenicy na maczniaka
prawdziwego zb6z i traw w odmianach europejskich
i polskich. Bardzo duze rozpowszechnienie tych gendéw
sprawia, ze zwigksza si¢ wirulencja patogena wobec nich.
Limpert i wsp. (1987) przeprowadzili badania dotyczace
wirulencji B. graminis f. sp. tritici w Europie. Wyniki ich
prac sprzed ponad 30 lat przedstawiaja nieskuteczno$é
pojedynczych gendéw Pm2 i Pm4b. Wedlug Felsenstein
iJaser (2007) w Niemczech wobec genu Pm2 wirulentnych
jest 100% izolatow patogena. Gen Pm4b réwniez zostal
sklasyfikowany jako niosacy znikoma odpornos¢. Z kolei
Li i wsp. (2011) podaje, ze gen Pm2 w wielu regionach
$wiata nadal stanowi dobre zrodlo odpornosci. Pietrusinska
i Czembor (2014) analizowali wirulencje izolatow sprawcy

maczniaka prawdziwego w Polsce wobec odmian z usta-
lonymi genami odpornosci Pm. Zdecydowana wigkszosc¢
(ponad 90%) izolatéw byta wirulentna wobec genu Pm?2.
Gen Pm4b roéwniez nie wykazal duzej skutecznosci — 74%
izolatéw bylo zdolnych do porazenia odmiany z genem
Pm4b. Z kolei wedtug Ma i wsp. (2011), mimo iz gen Pm2
nie jest uzyteczny jako glowne zrodto odpornosci, moze
utrzymywac skutecznos¢ jako czgs¢ piramidy genowej.
W zwiazku z obnizajacg si¢ efektywnoscig dotychczas
szeroko wykorzystywanych genow odpornosci, konieczne
jest dazenie do wigkszego zrdéznicowania genetycznego po-
przez wprowadzanie w programach hodowlanych genoéw,
ktére charakteryzuja si¢ wysoka skutecznoscig i ktore nie
sa powszechne w odmianach zarejestrowanych w Polsce.
W tym celu, niezbg¢dne jest poszukiwanie nowych zrodet
odporno$ci 1 kontynuacja badan dotyczacych wirulencji
B. graminis f. sp. tritici w Polsce i1 Europie.

W pracy dokonywano identyfikacji genéw odpornosci
z uzyciem markerow molekularnych. Pszenica jest roslina,
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Rys. 1. Obraz elektroforetyczny z rozdziatem produktéw PCR z uzyciem markera Xcfd81. Kolejno$¢ genotypdéw na zelu zostata
zamieszczona w tabeli 1.
Fig. 1. Electrophoresis of PCR products with marker Xcfd81. The order of genotypes in gel according to Table 1

283 pz

Rys. 2. Obraz elektroforetyczny z rozdziatem produktow PCR z uzyciem markera Xcfd81. Kolejnos¢ genotypow na zelu zostala
zamieszczona w tabeli 1.
Fig. 2. Electrophoresis of PCR products with marker Xcfd81. The order of genotypes in gel according to Table 1

940 41 42 43 44 45 45

283 pr

Rys. 3. Obraz elektroforetyczny z rozdziatem produktow PCR z uzyciem markera Xcfd81. Kolejno$¢ genotypéw na zelu zostala
zamieszczona w tabeli 1.
Fig. 3. Electrophoresis of PCR products with marker Xcfd81. The order of genotypes in gel according to Table 1

1 [ F s . SO

241 pz

Rys. 4. Obraz elektroforetyczny z rozdziatem produktow PCR z uzyciem markera STS . Kolejnos¢ genotypow na Zelu zostata
zamieszczona w tabeli 1.
Fig. 4. Electrophoresis of PCR products with marker ST ,, . The order of genotypes in gel according to Table 1
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241 pz

Rys. 5. Obraz elektroforetyczny z rozdziatem produktow PCR z uzyciem markera STS ,,. Kolejno$¢ genotypdéw na zelu zostata
zamieszczona w tabeli 1.
Fig. 5. Electrophoresis of PCR products with marker STS ,, . The order of genotypes in gel according to Table 1
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Rys. 6. Obraz clektroforetyczny z rozdziatem produktéow PCR z uzyciem markera STS ,,,. Kolejno$¢ genotypéw na zelu zostata
zamieszczona w tabeli 1.
Fig. 6. Electrophoresis of PCR products with marker STS ,,,. The order of genotypes in gel according to Table 1

dla ktorej ze wzgledu na jej duze znaczenie gospodarcze,  ba poszukiwania nowych, wysoce specyficznych markerow
prowadzi si¢ wiele badan majacych na celu stworzenie  sprzezonych z genami odpornosci na maczniaka prawdzi-
nowych markeréw do identyfikacji genow odpornosci  wego.

na maczniaka prawdziwego zbo6z 1 traw, oraz badan

oceniajacych przydatnos¢ konkretnych markeréw w anali-

zach (Gupta i Varshney 2000). Szczegodlnie w ostatnich la-  Whnioski / Conclusions

tach dokonano duzego postepu w tych dziedzinach (Alam

i wsp. 2011). Duzg zaleta MAS jest brak uzaleznienia od 1. Wykazano przydatno$é markera Xcfd81 do identyfikacji

warunkow Srodowiskowych. W niniejszej pracy wykazano, genu Pm?2.
ze markery sg bardzo uzytecznym narzedziem identyfi- 2. Wykazano przydatno$¢ markera STS ,,, do identyfikacji
kacji genow. Ponadto, uzasadniona wydaje si¢ by¢ potrze- genu Pm4b.
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