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Summary

Winter wheat cultivars were significantly infected by Puccinia triticina cau-
sing leaf rust in seasons 2000-2002 in southern and also central regions of Poland.
Resistance genes Lr9, Lr19 and Lr24 were found to be effective against dominating
populations of the pathogen and typical isolates of P. triticina. Mentioned three resi-
stance genes as well as genes Lr/0 and Lr37 were identified using STS (Sequence
Tagged Site) DNA PCR markers in cultivars and resistance sources. Mentioned
markers were found very useful in resistance breeding of wheat.
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WSTEP

Choroby i szkodniki przyczyniajg si¢ do istotnego obnizenia plonu pszenicy
zwyczajnej, szczegllnie w latach, kiedy nasilenie choréb jest duze. Spowodowato to
koniecznos¢ stosowania co najmniej dwdch zabiegéw ochrony chemicznej w sezonie
dla zmniejszenia strat plonu w uprawie intensywnej jaka ma miejsce w krajach euro-
pejskich. Opryski fungicydami mogg obnizy¢ straty plonu pszenicy ozimej srednio
o okoto 20-25%. Jednak odpornos¢ odmian na najwazniejsze patogeny moze przyczy-
ni¢ si¢ w istotny spos6éb do podniesienia plonéw a zarazem obnizenia kosztéw
produkcji ziarna pszenicy (Chetkowski, 1999).
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Geny odpornosci pszenicy na patogeny grzybowe dzielimy na dwie grupy.
Pierwsza grupa obejmuje geny gltéwne odpornosci (R), ktérych zidentyfikowano po-
nad 150 jako ,,typ reakcji” na poszczeg6lne patogeny i odpowiednie ich rasy (M cIn-
tosh iin., 2003). Druga grupa obejmuje geny odpornosci czgstkowej, ktérych kilka
Iub kilkanascie zapewnia odmianom uprawnym zadowalajacg odpornosé polowg (Kel-
ler iin., 2000, Faris iin., 1999).

Dziedziczona genetycznie odpornos¢ roslin na choroby i szkodniki jest jed-
nym z waznych celéw hodowli zb6z w tym réwniez pszenicy. Jest ona szczegdlnie
istotna w krajach o ekstensywnym typie uprawy takich jak Australia, Kanada, Stany
Zjednoczone, Meksyk, w ktérych odpornos¢ pszenicy na choroby powodowane przez
grzyby rdzawnikowe decyduje o mozliwosci uprawy poszczegdlnych odmian. Wpro-
wadzenie na szerszg skalg skutecznych fungicydéw dla ochrony zb6z przed choroba-
mi, poczawszy od lat 60-tych poprzedniego stulecia, zmniejszylo zainteresowanie
hodowcéw w krajach europejskich, w tym réwniez w Polsce, odpornoscig tworzo-
nych odmian na patogeny i ukierunkowanie programéw hodowlanych gléwnie na
wysokos¢ plonu, na czym ucierpiata réwniez jakos¢ technologiczna rejestrowanych
po roku 1980 odmian. Ponadto hodowcy pszenicy przez diugi okres czasu korzystali
z tych samych Zrédet odpornosci  odmian takich jak Maris Huntsman, Kaukaz i Au-
rora. Wynikiem tak ukierunkowanej hodowli stato si¢ zaltamanie odpornosci tworzo-
nych odmian.

Trudnosci ekonomiczne, z jakimi borykajg si¢ w chwili obecnej rolnicy w calej
Europie, nadprodukcja zb6z, wysoki koszt chemicznych zabiegéw ochrony roslin
a takze uboczna szkodliwos¢ stosowania srodkéw chemicznych dla srodowiska, po-
woduja od okoto 10-ciu lat wzrost zainteresowania odpornoscia na patogeny i choro-
by, dziedziczong genetycznie.

W poprzedniej pracy oméwiono wyniki oceny porazenia odmian pszenicy na
podstawie obserwacji w doswiadczeniach COBORU oraz Zaktadu Metod Prognozo-
wania i Rejestracji Agrofagéw Instytutu Ochrony Roslin (Chetkowski, Stepien,
2002). Sezony 2000, 2001 i 2002 cechowaly si¢ znacznym nasileniem porazenia pszenicy
rdza brunatna, nie tylko w poludniowych rejonach kraju, lecz réwniez w Wielkopolsce.

Puccinia triticina jest patogenem aparatu asymilacyjnego pszenicy. Na terenie
Polski i Europy wystepuja liczne rasy (wirulencje) tego patogena. Identyfikacj¢ wiru-
lencji prowadzi si¢ w ostatniej dekadzie za pomocg linii izogenicznych, z ktérych
kazda zawiera tylko jeden gen gléwny odpornosci R. Dotychczas zidentyfikowano 50
gendéw odpornosci na tego patogena (MclIntosh i in., 2003; Roelfs i in., 1992;
Wozniak-Strzembicka, 1997; Chetkowski, Stepien, 2001).

Nieobecnymi w krajowych odmianach pszenic ozimych sg takie geny odpor-
nosci jak Lr9, Lr19, Lr24, Lr29, Lr35. Geny te zapewniaja odpornos¢ niosacym je
odmianom gdyz na razie nie wystgpujag w Polsce ani w krajach sgsiednich geny wiru-
lencji przetamujace odpornos¢ przez nie wnoszong. Wozniak-Strzembicka
(1997), Kowalczyk i in. (2000) zidentyfikowali nastgpujace geny odpornosci na
rdz¢ brunatng w odmianach krajowych: Lrl, Lr3, Lril, Lri4, Lri6 i Lr26.

W ostatnich latach w kilku znanych laboratoriach opracowane zostaly markery
DNA typu STS (Sequence Tagged Site) dla szeregu genéw odpornosci pszenicy, umoz-
liwiajace ich szybka identyfikacja w listkach siewek. Markery dla genéw takich jak



Ocena podatnosci pszenicy ozimej na rdz¢ brunatng oraz poszukiwanie Zrédet odpornosci 145

Lr9, Lri10, Lr24 i Lr37 wykorzystano w pracach poprzednich (Chetkowski i in.,
2003; Stepied i in., 2003).

Celem obecnej pracy jest ocena porazenia rdzg brunatng odmian i materiatlow
hodowlanych oraz nowych Zrédet odpornosci na rdz¢ brunatng w warunkach silnej
presji inokulum patogena w wymienionych sezonach oraz wykorzystanie markeréw
DNA typu STS dla identyfikacji genéw odpornosci w formach wyjsciowych oraz
W potomstwie.

MATERIAL I METODY

Ocene obserwacji porazenia odmian pszenicy ozimej rdza brunatng przepro-
wadzono w latach 2001  2002. Material stanowily odmiany, linie i rody hodowlane
wysiane w doswiadczeniach kolekcyjnych, rody hodowlane testowane w doswiadcze-
niach wstepnych, oraz linie poddane infekcji izolatami Puccinia triticina w stadium
siewki (Tabela 1). Ziarniaki linii izogenicznych z genami Lr w odmianie Thatcher
otrzymano z Cereal Research Institute w Szeged na Wegrzech.

Stopieri porazenia oceniono na poletkach o powierzchni 10 m?i przedstawiono
wg skali fitopatologicznej 9-stopniowej, opisanej wraz z jej przeliczeniem na skalg
hodowlang w pracy poprzedniej (Chetkowski, 1994). Reakcje form pszenicy na
izolaty rdzy brunatnej P. triticina oceniono wg skali Mainsa-Jacksona w stadium siewki,
natomiast ocen¢ w warunkach polowych przeprowadzono wg skali fitopatologicznej
po wczesniejszej inokulacji testowanych linii pszenic mieszaning izolatéw P. triticina
w fazie przed ktoszeniem.

Siedem linii hodowlanych pszenicy ozimej, zawierajacych geny odpornosci
Lr9 (2 linie), Lr19 (3 linie) i Lr24 (2 linie) otrzymano z banku genéw Instytutu VURV
w Pradze. Geny te zostaly wprowadzone do uprawnych form ozimych z form jarych
wytworzonych w CIMMYT (Stuchlikova, 1993). Materialy te rozmnozono w In-
stytucie Genetyki Roslin PAN w celu wykonania testéw szklarniowych i polowych
oraz wykorzystania do krzyzowania z wartosciowymi materialami hodowlanymi. Na-
siona odmian szwajcarskich otrzymano z placéwki hodowlanej RAC Changins/Nyon
w Szwajcarii, nasiona odmian czeskich i brytyjskich z Banku Genéw VURYV Praha
w Czechach natomiast odmiany francuskie z firmy Florimond-Despres Co. z Francji.
Nasiona linii izogenicznych w odmianie jarej Thatcher otrzymano z Cereal Research
Institute na Wegrzech. Identyfikacje markeréw STS w badanych materiatach prze-
prowadzono wedtug metodyki opisanej w pracy poprzedniej (Stepien i in., 2003).

WYNIKI BADAN

Lata 2000, 2001 i 2002 cechowalo wyjatkowo duze, na tle ostatniego dziesie-
ciolecia, nasilenie rdzy brunatnej pszenicy, szczegélnie w wojewddztwach potudnio-
wych, a takze w Wielkopolsce. Sezony te byly wigc bardzo sprzyjajace ocenie podat-
nosci wysiewanych odmian, rodéw i form kolekcyjnych. Obfite inokulum patogena,
ktéry dzigki tagodnym zimom przetrwat na oziminach, spowodowato pojawienie si¢
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Tabela 1. Ocena porazenia wybranych form pszenicy ozimej rdzg brunatng w sezonach 2001 i 2002
na poletkach Hodowli Roslin DANKO w Choryni
Table 1. Evaluation of leaf rust infection on winter wheat lines in 2001 and 2002, field trials
of DANKO Plant Breeding Company at Choryn Pl

Stopieri porazenia w skali
Odmiana fitopatologicznej (1-9)
Cultivar Disease score (in 1-9 scale)
2001 2002
KRIS 0 0
PIKO

REAPER

PBIS 98/125
OLH 1389
HEREWARD
PRINZ

MIB 3116/95
STH 348

STH 395

SZD 331

OZH 3019
ACHAT
ARISTOS
HUNTER
RUBENS
SUKCES
TORTIJA
ZODIAK

KBH 4037/98
SOD 1152/93
STH 9055

VDH 1143-94
ARBOLA

BOLD

ESTICA

FLAIR
HANSEAT
HAVEN
KOBRA
KORWETA
RENAN

DAD 818/94
LAD 480/93
FINEZJA
BEGRA

CLUB
TONACJA
WILGA

WINNI

ZYTA

STH 505
ASTRON
BUSSARD
ELENA
KORNETT
NUTKA

TINOS

F 4141-W-1-1
STH 135 (1598)
EURIS
KONTRAST
MIRENA (SZD195)
STH 510

brak porazenia, 9 porazenie maksymalne
no infection, 9  severe infection
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Tabela 2. Wirulencje patogena Puccinia triticina porazajace linie izogeniczne Thatcher oraz
wybrane odmianyw latach 2002 i 2003 na polu IGR w Poznaniu i Cerekwicy w skali 1 4
Table 2. Puccinia triticina virulences infecting Thatcher near isogenic lines and five wheat
cultivars in 2002 and 2003 under field of IPG in Poznan and Cerekwica in 1 4 scale

Linie z genami Lr Stopieri porazenia rdza brunatna
Lines with Lr genes 20 ;)isease sconza 2

Lrl 0 0
Lr2a 3 0
Li2b 4 0
Lr2c 4 0
Lr3a 4 0
Lr9 0 0
Lr10 4 1

Lrll 4 0
Lri2 4 1

Lrl3 4 )
Lr14b nt 0
Lrl5 4 B
Lrl6 4 0
Lr17 3 1

Lrl8 nt 0
Lr19 0 0
Lr20 nt 3

Lr21 nt 0
Lr22 nt 0
Lr23 0 0
Lr24 0 0
Lr25 nt 0
Lr26 3 0
Lr28 0 0
Lr29 nt 0
Lr30 nt 1

Lr32 nt 1

Lr33 nt 2
Lr34 nt 0
Lr35 nt 0
Lr37 1 1

Lr38a nt 1

Lr38b nt 0
Lr38/K 4 ot
Lr38/TMR 3 ot
Lrd44a nt 4
Lr44b nt 0
LW 0 nt
LrBa nt 2
LrBb 4 P
Titlis (Lr 37) nt 0
Terza (Lr 37) nt 1

Segor nt 4
Tirone nt 0
Tchatcher (Lr22a) nt 1

Michigan Amber 4 4

0 brak porazenia, 4 porazenie maksymalne
nt nie oceniano

odmiana Michigan Amber

kontrola wrazliwa

0 no infection, 4
nt not tested
Michigan Amber

severe infection

susceptible control
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urediéw zaréwno na lisciach dolnych jak i na lisciu flagowym form podatnych. Zréz-
nicowanie porazenia 54 odmian i rodéw na polu HR DANKO w Choryni przedstawio-
no w Tabeli 1. Zestaw odmian polskich jak i zagranicznych w roku 2001 i 2002 wyka-
zal znaczace zr6znicowanie stopnia porazenia, od braku objawéw choroby do bardzo
silnego porazenia (7 stopni w skali 9-stopniowej). Wsrdd linii izogenicznych wysia-
nych na polu doswiadczalnym w Cerekwicy (25 km od Poznania), nie ulegty poraze-
niu linie i odmiany zawierajace geny Lrl, Lr9, Lrl9, Lr23, Lr24, Lr28 zaréwno
w 2002 jak i 2003 roku. Odmiana Michigan amber oraz wigkszos¢ linii izogenicznych
ulegta znacznemu porazeniu (Tabela 2). Do form najbardziej odpornych zaliczy¢ mozna
odmiany Kris, Piko, Reaper, Titlis i Terza oraz rody OLH 1389 i PBIS 98/125. Do
najsilniej porazonych (6-7 stopni w skali fitopatologicznej) zaliczy¢ mozna 14 od-
mian i rodéw. Do wzorcéw podatnosci zaliczy¢ mozna odmiany Mirena (r6d SZD
3878), Arina (odmiana szwajcarska) oraz odmiany Astron, Michigan amber. Odnie-
sienie porazenia testowanych rodéw do porazenia wzorcéw mato podatnych i bardzo
podatnych na tym samym polu, pozwala na najbardziej poprawng ocen¢ stopnia
podatnosci.

W Tabeli 3 przedstawiono wyniki obserwacji porazenia siewek po inokulacji
mieszaning izolatéw najbardziej typowych dla Polski, oraz roslin w polu po inokulacji
w trzech miejscowosciach. Linie zawierajace geny Lr9, Lr19 i Lr24 oraz linie izoge-
niczne z tymi genami wykazaly odpornos¢ w tych warunkach. Dla identyfikacji ge-
néw odpornosci na rdz¢ brunatng w materiatach hodowlanych przydatne okazaly si¢
markery DNA amplifikowane przy zastosowaniu specyficznych starterow w reakcji
PCR. W Tabeli 4 przedstawiono wyniki identyfikacji markeréw dla genéw Lr9, Lri0,
Lrl19, Lr24 i Lr37 poréwnano wyniki testow dla okreslenia obecnosci genu na pod-
stawie typu reakcji i na podstawie markeréw typu STS, amplifikowanych z DNA
tych samych odmian i linii. Markery te dawaly w warunkach naszego laboratorium
wyrazne, powtarzalne prazki na zelu agarozowym. Kontrole pozytywne stanowity
linie izogeniczne, zawierajace pojedyncze geny Lr w odmianie jarej Thatcher.

DYSKUSJA

Siedem linii hodowlanych pszenic ozimych zawierajacych geny odpornosci
Lr9, Lr19 1 Lr24 wykazato brak podatnosci na typowe dla warunkéw Polski wirulen-
cje Puccinia triticina zaréwno w stadium siewki jak i w stadium rosliny dorostej
(Tabela 3).

Wyniki dwuletnich obserwacji w szesciu lub siedmiu miejscowosciach wska-
Zuj3 na znaczng podatnosé rodéw hodowlanych pszenic ozimych na rdzg¢ brunatng
i koniecznosé poprawy tej odpornosci. Geny odpornosci Lr9, Lr19 i Lr24 wprowa-
dzono do pszenicy w translokacjach z form prymitywnych (Friebe iin., 1996); gen
Lr9 z Aegilops umbellulata, geny Lr19 i Lr24 z Agropyron elongatum. Powyzsze geny
zostaly przeniesione do siedmiu form ozimych w Instytucie VURV w Pradze (Stu-
chlikova, 1993), skad zostaly sprowadzone do namnozenia oraz oceny ich zimotr-
watosci 1 odpornosci na rdz¢ brunatng. Formy te wykazaly zadowalajacy poziom
zimotrwatosci w latach 1994-2000. Kolekcyjne formy ozime wykazywaly takze
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Tabela 3. Ocena odpornosci na rdz¢ brunatng form pszenicy zawierajacych geny Lr9, Lr19 i Lr24
po inokulacji izolatami Puccinia recondita sp. tritici
Table 3. Evaluation of leaf rust resistance of winter wheat lines with Lr9, Lr19 and Lr24,
inoculated using four isolates of Puccinia triticina dominating in Poland

Reakcja* na izolaty P. recondita Stopien porazenia (ocena®*
w stadium siewki w war. polowych)
Lp. Linia/odmiana Reaction* to P. triticina isolates Picease™* score
No. Line/cultivar on seedling stage (under field conditions)
1999 2001
69b/97 | 65a/97 | 29¢/98 | 20b/98 Krakow | Niedzwiods | Corelowica
1. [IPG-WW-1006 0; 0; 0; 0; 2 0 0
2. |IPG-WW-1007 0; 0; 0 0; 0 0 0
3. [IPG-WW-1008 4 0; 0; 0 0 0 0
4. |IPG-WW-1009 4 0 0; 0; 2 0 0
5. [IPG-WW-1010 0 0; 0; 0 1 0 0
6. [IPG-WW-1011 0; X 0; 0; 0 0 0
7. |[IPG-WW-1012 0; 0; 0; 0; 0 0 0
8. |Arina 9 9
9. |Mirena 7 9

* oceng¢ porazenia siewek przeprowadzono wg skali Mainsa Jacksona

0 odporne, brak oznak infekcji, O; odporne, nekrotyczne plamki, 1 odporne, pojedyncze
skupienia uredospor, 2 srednio odporne, wigksza ilos¢ skupieri, 3  wrazliwe, skupienia
uredospor na plamach chlorotycznych, 4 bardzo wrazliwe, duze skupienia uredospor,
brak chlorozy, x rdzne typy reakcji na tej samej roslinie

**  inokulacja w polu w fazie przed kloszeniem, mieszaning izolatéw P. recondita , ocena
w skali 9 stopniowej, fitopatologicznej: 0  odporny, 9  bardzo wrazliwy, na poletkach
o powierzchni 1m?

* disease scoring of seedlings was performed according to Mains Jackson scale

**  1m? field plots at growth stage before heading inoculated using mixture of isolates of P.

triticina, disease score in 1 9 scale: 0 resistant, 9  very susceptible

wysokg odpornos¢ na rdz¢ brunatng w roku 2001, zaréwno w warunkach epidemii
rdzy brunatnej w NiedZwiedziu pod Krakowem i Cerekwicy pod Poznaniem jak i po
inokulacji w stadium siewki i stadium rosliny dorostej czterema izolatami Puccinia
triticina typowymi dla warunkéw krajowych (Tabela 3). Formy te sq w trakcie wypro-
wadzania materialéw hodowlanych w IGR PAN w Poznaniu we wspotpracy ze sp6t-
kami hodowlanymi. Aby nada¢ wytwarzanym materialom odpornos¢ trwata, beda
tworzone linie zawierajgce dwa lub wiecej gendw odpornosci. Przyktadowo zareje-
strowane w poprzedniej dekadzie odmiany francuskie, brytyjskie i szwajcarskie o znacz-
nej odpornosci, wykazanej w kilku krajach europejskich, zawieraja kombinacje ge-
néw Lri0+Lr37 lub Lr20+Lr26 (Winzeler i in., 2000). Geny Lr9, Lr19 i Lr24
zidentyfikowano w materiatach za pomocg markeréw DNA typu STS (sequence tag-
ged site). Markery te beda pomocne dla identyfikacji wymienionych genéw w potom-
stwie F, i F,, co znacznie przyspieszy prace hodowlane. Markery te dawaty powtarzal-
ne wyniki w analizach migdzylaboratoryjnych, wykonanych przez 7 wyspecjalizowa-
nych laboratoriéw europejskich (Btaszczyk i in., 2004).

Obserwacje z doswiadczen COBORU opisane w pracy poprzedniej (Chet-
kowski, Stepienn, 2002) jak i obecnej pracy wskazuja na znaczacg podatnosé
uprawianych krajowych odmian pszenicy jak i rodéw hodowlanych na rdzg¢ brunatng.
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Tabela 4. Identyfikacja genéw odpornosci Lr9, Lr10, Lr19, Lr24 i Lr37 w liniach
hodowlanych oraz odmianach europejskich nowej generacji za pomocg markeréw STS

Table 4. Identification of Lr9, Lr10, Lr19, Lr24 and Lr37 resistance genes in breeding lines
and West European cultivars using STS markers.

Kraj _ Geny Lr
Odmiana pochodzenia ;1dentyﬁkowap§
. jako typ reakcji Lr9 | Lr10 | Lr19 | Lr24 | Lr37
Cultivar Country

of origin Lr genes present

(reaction type)
Titlis CH 10+37 + +
Eginox CH - +
Terza CH 10+37 — +
Danis CH 10+13 + -
Piko D 13 + +
Kris D 10+37 + +
Slade GB + +
Clever GB + -
Rapor F 13437 + +
Cardos D - +

Rialto GB 10+13+26 +

Hereward GB 10+13 + -
Consort GB 10+13 + -
Charger GB 10+13 + -
Brigadier GB 13+26+37 + +
Pegaso 1 10 + -
Apache F — +
Caphorn F +
Lorraine F - +
Balthazar F - +
1006 CZ 9 + - —
1007 CZ 9 + - —
1008 CZ 19 — + —
1009 CZ 19 — + —
1010 CZ 19 — + -
1011 CZ 24 - + —
1012 CZ 24 - + —

Poréwnujac geny odpornosci zidentyfikowane w odmianach krajowych oraz geny
wprowadzone w krajach Europy Zachodniej uderzajace jest to, ze w odmianach bry-
tyjskich, francuskich i szwajcarskich obecne sg czgsto trzy geny (Winzeler i in.,
2000) z czego geny Lrl0 1 Lr37 w zadnej z polskich odmian nie wystepuja (Kowal-
czyk 1 in., 2000). Odmiany i linie, w ktérych zidentyfikowano powyzsze geny za
pomocg markeréw STS (Tabela 3 i 4), moga by¢ w najblizszej przysztosci wykorzy-
stywane dla wniesienia efektywnych genéw odpornosci na rdz¢ brunatng do krajo-
wych odmian pszenic. Bardzo pozadanym efektem wykorzystania w hodowli pszeni-
cy Zrédet odpornosci zawierajacymi takie geny jak Lr9, Lrl9, Lr24 i Lr37, bedzie
poszerzenie zmiennosci genetycznej odmian dzigki wprowadzeniu do puli genowej
odmian pszenicy nowych genéw odpornosci. Poszerzona tez zostanie w ten sposéb
ogdblna réznorodnos¢ genetyczna odmian, dzigki obecnosci translokacji z gatunkéw
dzikich.
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Zmiennos¢ ta w ostatnich dekadach znacznie si¢ zmniejszyta na skutek zawe-
zenia wykorzystywanych przez hodowcéw form wyjsciowych jako Zrédet odporno-
Sci. W znaczacym procencie zarejestrowanych odmian krajowych geny odpornosci
pochodzg z odmiany Maris Huntsman i sg juz nieefektywne. Materialy zawierajace
wymienione wyzej geny zawierajg translokacje z takich gatunkéw dzikich jak perz
ikozieice (Friebe i in., 1996), ktére wnosza znaczace urozmaicenie do materiatu
genetycznego pszenicy uprawne;j.
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Streszczenie

W sezonach 2000-2002 wystepowalo silne i wczesne porazenie upraw pszeni-
cy ozimej rdza brunatng, powodowang przez Puccinia triticina, szczegélne w potu-
dniowych a takze centralnych regionach Polski. Geny odpornosci Lr9, Lr19 i Lr24
okazaty si¢ efektywne wobec populacji patogena jak tez izolatéw dominujacych
populacji w stadium siewki i stadium roslin dorostych. Wymienione trzy geny jak
réwniez geny Lrl0 i Lr37 identyfikowano za pomoca markeréw DNA PCR typu
STS (Sequence Tagged Site) w Zrédtach odpornosci oraz odmianach. Zastosowanie
powyzszych markeréw bedzie pomocne w prowadzeniu hodowli odpornosciowej
pszenicy.
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