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Piramidyzacja geno6w odpornosci w roslinach
uprawnych

Pyramiding resistance genes in cultivated plants

Intensywna chemiczna ochrona ro$lin przed chorobami i szkodnikami jest kosztowna, nieoboj¢tna
dla srodowiska i budzi coraz wigkszy sprzeciw konsumentéw. Uzyskiwanie duzego plonu o wysokiej
jakosci przy jednoczesnym ograniczeniu stosowania pestycydow jest mozliwe, jesli odmiany, oprocz
dobrych cech agronomicznych, bgda réwniez odporne na patogeny i szkodniki. Wazne jest, aby
odporno$¢ ta byla efektywna i trwata w stosunku do réznych ras/patotypow patogena lub réznych
gatunkow patogenow lub szkodnikow. W niniejszej pracy przedstawiono przyktady poprawy
odpornosci odmian kilku roslin uprawnych przez piramidyzacje gendw R oraz loci odpornosci
ilosciowej (QTL).

Stowa kluczowe: hodowla, MAS, odpornos¢, patogen, szkodnik

Intensive chemical protection of the crops against diseases and pests is expensive, harmful for the
environment and raises growing consumers’ concerns. Obtaining high yield of a good quality with
limited pesticide use would be possible, if plant varieties, apart from possessing good agricultural traits,
were resistant. It is important that resistance should be effective and durable against wide spectrum of
different races/pathotypes or different pathogen and pest species. In this work examples of
improvement to resistance in a few varieties of cultivated plants by pyramiding R genes and quantitative
resistance loci for resistance (QTL) are presented.

Key words: breeding, MAS, resistance, pathogen, pest

WSTEP

Hodowla odmian roslin uprawnych odpornych na choroby i szkodniki jest uznawana za
wartosciowg metode walki z nimi. Jesli odmiana jest odporna, jej uprawa nie wymaga
stosowania chemicznych zabiegow ochronnych, co jest korzystne ze wzgledow
ekonomicznych oraz sprzyja ochronie Srodowiska naturalnego. Najwicksze naktady pracy
w tym wypadku ponosi hodowca. Warunkiem sukcesu nowej odmiany, poza parametrami

* Praca sfinansowana przez NCBIiR grant LIDER/06/82/L-1/09/NCBiR/2010.
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jakosciowymi, ktéore musza by¢ rownie dobre lub lepsze niz popularnych odmian
uprawnych, jest, aby cecha odpornosci byta stabilna i trwata.

W 1905 roku Biffen wykazal, Zze odpornos¢ na z6ttg rdze zb6z i traw powodowang przez
Puccinia striiformis jest kontrolowana przez jeden gen. W mysl tego odkrycia wiele
programow hodowlanych zainicjowanych w poczatkach XX wieku zaktadalo, ze uzyskanie
odpornych odmian bedzie prowadzito do catkowitego zwalczenia choréb roslin (Stackman
i in., 1918). Wkrotce jednak okazato si¢, ze za odporno$¢ na rozne rasy patogendow
odpowiadajg takze rozne geny gospodarza (McRostie, 1919). Wyjasnienie tego zjawiska
doprowadzito do sformutowania przez Flora hipotezy ,,gen na gen”, w ktorej autor
przedstawil model interakcji pomig¢dzy patogenem a gospodarzem (Flor, 1956). Do
wystapienia choroby nie dochodzi jedynie wtedy, gdy roslina posiada gen odpornosci R
zdolny rozpozna¢ czynnik awirulencji Avr patogena. Jesli jednak u patogena wystapi
czynnik wirulencji (avr), bedzie on w stanie porazi¢ ro§ling niezaleznie czy bedzie miata
allel R, czy nie. Brak allelu R bedzie skutkowa¢ porazeniem rosliny, nawet jesli patogen
posiada czynnik awirulencji (4vr).

Reakcja odpornos$ciowa ros$lin jest kaskada sygnaléw biochemicznych warunkowana
przez geny odpornosci R, ktora zostaje zapoczatkowana przez biatkowy produkt genu R
wchodzacego bezposrednio lub posrednio w interakcje ze specyficznym czynnikiem
awirulencji (4vr) wyprodukowanym przez patogena. Bialka te sg zaangazowane w
wykrycie wnikajacych do rosliny bakterii, wirusow, grzybow, nicieni, owadoéw oraz
uruchomienie reakcji odpornosciowych, przede wszystkim reakcji nadwrazliwosci, czyli
programowanej $mierci zainfekowanych komorek i zatrzymania patogena (McHale i in.,
20006).

Wyréznia si¢ dwa typy odporno$ci: monogeniczng oraz poligeniczng. Odpornosé
monogeniczna, warunkowana przez pojedyncze geny (geny R), okreslana jest takze
terminem pionowej, wertykalnej lub jakosciowej. Ten rodzaj odpornosci jest zwykle
specyficzny w stosunku do rasy patogena (Tuzun, 2001; Castro i in., 2003).

Drugim typem odpornosci jest odporno§¢ warunkowana wieloma genami nazywana
horyzontalng, iloSciowa lub poligeniczng. Jest ona efektem interakcji pomigdzy
produktami wielu genow roslinnych. Wptyw pojedynczego genu moze by¢ bardzo staby,
dopiero suma efektow wielu gendéw moze zapewnia¢ poprawe odpornosci. Odpornosé
ilosciowa zwykle zapewnia jedynie spowolnienie i ograniczenie wystgpowania objawow
chorobowych. Poligeniczna odporno$¢ jest zwykle uwazana za niespecyficzng w stosunku
do rasy patogena (Tuzun, 2001; Castro i in., 2003).

Wymienionym typom odpornosci przypisywana jest rozna trwalo$¢. Podczas gdy
trwato$¢ odpornosci warunkowanej pojedynczym genem R zalezy od tempa ewolucji
zaledwie jednego genu patogena — czynnika Avr, pokonanie odpornosci ilosciowej
wymaga od patogena zmian interakcji z wieloma biatkami rosliny. Pojedyncza mutacja w
genie Avr patogena powodujaca zmiang tego genu prowadzacag do przelamania
monogenicznej odpornosci rosliny jest wysoce prawdopodobna. W przeciwienstwie do
pojedynczej mutacji, rownoczesne zmiany wielu genow patogena komplementarnych do
wielu réznych genéw sumujacych sie¢ w odpornosci poziomej sa zjawiskiem mato
prawdopodobnym. W zwigzku z tym odpornos$¢ ilosciowa jest uwazana za trwalszg.
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Nietrwalos¢ odpornosci typu ,,gen na gen” jest powszechnie znana i istniejg sytuacje,
kiedy to wirulencja patogena zmieniala si¢ szybciej, niz hodowcy byli w stanie tworzy¢
nowe odmiany z kolejnym pojedynczym genem odpornosci (Castro i in., 2003). Wzrost
powierzchni upraw nowej odmiany z odpornoscig monogeniczng powoduje wigksza presje
selekcyjna na populacje patogena, ktora faworyzuje osobniki posiadajace allel nie
rozpoznawany przez gen R.

W przypadku odpornosci ilo§ciowej problem stanowi fakt, iz korzystny uktad wielu
alleli lezacych u jej podloza zmienia si¢ wskutek rekombinacji w kolejnym pokoleniu.
Ekspresja odporno$ci iloSciowej podlega silnym wpltywom srodowiska, a wigc hodowla
ro$lin cechujacych si¢ takg odpornoscia wymaga obszernych i kosztownych testow
polowych, co na etapie selekcji czyni program hodowlany trudniejszym (Castro i in.,
2003). Obiecujacym sposobem wykorzystania genow R, ktory daje nadziej¢ na
zwickszenie spektrum dziatania i trwato$ci uzyskanej odpornosci, jest ich taczenie, czyli
piramidyzacja.

Model teoretyczny tworzenia piramid genowych zaklada, ze prawdopodobienstwo
pasujacej kombinacji wirulencji w populacji patogena zmniejsza si¢ proporcjonalnie do
liczby nieprzetamanych genow R uzytych w piramidzie. Jest to jednak zatozenie czysto
teoretyczne. Nie udowodniono jasnego powigzania pomiedzy liczba genéw odpornosci w
odmianie, a trwato$cig odpornosci. Przykladem moga by¢ odmiany pszenicy zawierajace
piramid¢ genow odpornosci na rdz¢ zdzblowa Puccinia graminis f. sp. tritici, w ktorych
spiramidyzowane geny nie zapewnity trwatej odpornosci (Mundt, 1990, 1991; Pink, 2002).

Poréwnanie trwatosci genéw R wystepujacych pojedynczo i w piramidzie genowej nie
jest kwestia jednoznaczng. Aby zapewni¢ maksymalng trwalo$¢ genéw R wazne jest, aby
rosliny z pojedynczymi i spiramidyzowanymi genami R nie byly uprawiane réwnoczes$nie.
Rosliny posiadajace pojedynczy gen moga stanowi¢ w tym wypadku dla patogena
utatwienie, dzigki ktoremu bedzie mogt stopniowo ewoluowaé zmieniajac kolejne geny
Avr 1 zyskujac zdolno$¢ do infekcji odmiany zawierajacej spiramidyzowane geny (Pink,
2002; Tan i in., 2010).

UZYCIE MAS

MAS (Marker-Assisted Selection) jest to rodzaj selekcji, ktora odbywa si¢ w oparciu o
genotyp, a nie, jak w przypadku tradycyjnej selekcji, o fenotyp. W poréwnaniu z selekcja
fenotypowsa metoda ta ma nastgpujace zalety: szybciej otrzymuje si¢ wyniki oraz sg one
niezalezne od wplywoéw $rodowiska. Selekcja przy pomocy markeréw molekularnych
pozwala na wykrycie obecnosci genu w roslinach oraz laczenie kilku genéw lub QTL
w jednej roslinie.

MAS jest metoda szczegdlnie przydatng w hodowli odpornosciowej. W sytuacji, kiedy
obecnos$¢ jednego efektywnego genu R zapewnia roslinie petna odpornosé, odréznienie
takiej rosliny od roslin zawierajacych spiramidyzowane geny R badz QTL na poziomie
fenotypowym jest czgsto niemozliwe. Jedynym rozwigzaniem pozostaje wtedy MAS.
Obecnos¢ markerow sprzezonych z docelowymi allelami pozwala na okre$lenie czy roslina
posiada interesujaca nas ceche.
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Aby metoda MAS byta skuteczna, czesto$¢ rekombinacji pomigdzy genem docelowym
a markerem musi by¢ mozliwie jak najmniejsza. Im odleglo$¢ ta bedzie mniejsza, tym
mniej osobnikow bedzie blednie sklasyfikowanych. Przyktadem moze by¢ selekcja linii
soczewicy odpornych na antraknoze. Uzyty do selekcji marker RAPD OPOG6250 znajdujacy
si¢ w odleglosci 6,5 cM od genu glownego dat niezadowalajace wyniki. Z 72 linii
odpornych tylko 11 posiadato marker, z kolei wérdd 84 podatnych linii 66 miato marker
obecny. Uznano, ze do przeprowadzenia miarodajnej selekcji maksymalna odleglosé
miedzy markerem a genem powinna wynosi¢ mniej niz 5cM (Tar’an i in., 2003). Zdarza
si¢ jednak, ze uzywa si¢ markera potozonego w wigkszej odleglo$ci, a wigc tym samym
akceptuje si¢ odsetek osobnikow btednie sklasyfikowanych, jak miato to miejsce w
przypadku markera GP94 oddalonego o 6,7 cM od genu Rpi-phul, ktory warunkuje
odporno$é ziemniaka na Phytophthora infestans (Sliwka i in., 2010) lub markera RZ536
zlokalizowanego w odleglosci 7,9 ¢cM od genu Pil warunkujgcego odpornosé¢ ryzu na
grzyba Magnaporthe grisea (Hittalmani i in., 2000).

LACZENIE GENOW R W CELU UZYSKANIA WYZSZEGO POZIOMU LUB ZWIEKSZONEJ
TRWALOSCI ODPORNOSCI

Jest to symultaniczne uzycie kilku genéw R w tej samej odmianie uprawnej. Zalozenie,
ze hodowcy kiedykolwiek tworzyli odmiany wylacznie z jednym genem odpornosci jest
pewnym uproszczeniem. W wielu przypadkach, poniewaz hodowcy wprowadzali nowy
gen odpornosci do juz istniejagcych odmian, dodawali nowy gen do innych, juz
przetamanych genéw R, tworzac w ten sposob piramide genowa.

Przyktadem mogg by¢ programy hodowlane prowadzone w Holandii do lat 70 XX w.
dazace do uzyskania odporno$ci na maczniaka rzekomego sataty powodowanego przez
Bremia lactucae. Wiele z wyhodowanych wtedy odmian posiadato piramid¢ nawet trzech
gendw R (Pink, 2002).

Strategi¢ te¢ wykorzystala takze Osiecka (1988) w hodowli ziemniakéw odpornych na
zaraz¢ ziemniaka. W toku krzyzowan S. microdontum x S. phureja oraz S. stenotomum
x S. phureja uzyskata mieszance o wysokim poziomie odpornosci pochodzacej z dwdch
roznych zrodet. Jako narzedzie selekcji wykorzystano oceng¢ odpornosci poprzez
zastosowanie materiatu infekcyjnego, na ktory sktadata si¢ mieszanina ras Phytopthora
infestans o znanych profilach wirulencji. Zaobserwowano takze efekt komplementarnego
dziatania gendw odporno$ci w materiatach pochodzacych od S. verrucosum. Jedna z form
potomnych wykazata reakcje¢ odpornosci bulw na poziomie 8, podczas gdy formy
rodzicielskie bytly na zaraze¢ ziemniaka podatne, ich ocena odpornosci wynosita 1-2
(Osiecka, 1988).

Jednoczesne wprowadzanie wigcej niz jednego efektywnego genu R za pomoca
konwencjonalnych metod hodowli byto stosowane, jednak bez mozliwosci potwierdzenia
jednoczesnej obecnosci wprowadzanych genow. Z powodu epistatycznego efektu dziatania
gendéw nie bylo mozliwe rozréznienie fenotypowe pomigdzy roslinami odpornymi
majacymi jeden lub wigcej gendw R. W konsekwencji hodowcy tworzyli piramidy genow
R, dla ktérych pasujaca specyficzna wirulencja byta juz obecna w populacji patogena (to
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zapewniato mozliwos$¢ diagnozy przy pomocy roéznych izolatéw dla kazdego komponentu
w piramidzie genow). Trwatos¢ odpornosci w takim wypadku byta uzalezniona od czasu,
jaki patogen potrzebowal do mutacji lub rekombinacji generujgcej odpowiednig
kombinacj¢ czynnikéw wirulencji oraz czasu w jakim nowy patotyp ustabilizowat si¢ w
populacji (Pink, 2002).

Trwalos¢ odpornosci bezposrednio zalezy od biologii patogena. Jesli jest to patogen
glebowy, ktory ma ograniczong mozliwo$¢ rozprzestrzeniania si¢, piramida z genéw R, dla
ktorych spotykane sa kompatybilne izolaty patogena, wykaze wigksza trwato$¢, niz
w przypadku, kiedy piramida bedzie stworzona w celu ochrony przed tatwo szerzacym si¢
patogenem liSciowym, takim jak rdze i maczniaki (Pink, 2002). Do patogenow takich
zalicza si¢ takze P. infestans, sprawca zarazy ziemniaka. Odmiana Pentlant Dell, w kilka
lat po tym, jak zaczeto ja uprawia¢ komercyjnie, stata si¢ podatna na zaraz¢ ziemniaka,
mimo iz miata piramid¢ ztozong z trzech genéw odpornosci: R, R2 i R3 (Malcolmson,
1969).

Strategia piramidyzacji wydaje si¢ by¢ szczegolnie przydatna, kiedy pojedyncze geny
nie zapewniajg pelnej odpornosci rosliny. Przyktadem takiego podejscia jest piramidyzacja
gendw odporno$ci na P. infestans Rpi-ver 1 Rpimeasr W ziemniaku jadalnym. Jesli w roslinie
geny znajdowaly si¢ pojedynczo, gen R,ire- Wykazywat silniejszy efekt jednostkowy a Ry
med1 Stabszy. Oczekiwano, ze genotyp zawierajacy piramide obu genow bedzie wykazywat
pelny, lub chociaz zwigkszony stopien odporno$ci w poréwnaniu z genotypem
zawierajagcym jeden gen. Aby wyselekcjonowaé ro$liny zawierajace obydwa geny
postuzono si¢ markerami Q133, CT214 i TG63, ktore znajdowaly si¢ kolejno w odlegtosci
6,4, 5,1 1 1.3 cM od Rpirer oraz markerem TG339 wykazujacym sprzezenie z Rpimcai-
Efektem piramidyzacji, w poréwnaniu do roslin zawierajacych tylko gen Ryirer byto
op6znienie infekcji o kilka dni. Mimo nieznacznego zwigkszenia stopnia odpornosci oraz
braku znaczgcych korzysci ekonomicznych, zabieg ten moze przyczynia¢ si¢ do
zwigkszenia trwatosci odpornosci (Tan i in., 2010).

Zdarza si¢ jednak, ze mimo obecno$ci dodatkowego genu w roslinie, nie obserwuje si¢
spodziewanego addytywnego efektu. Przyktadem moga by¢ badania Sharmy i in. (2004).
Efektem piramidyzacji gendow odpornosci na pluskwiaka réznoskrzydtego Nilaparvata
lugens Bphl i Bph2 na chromosomie XII ryzu byl taki sam stopien odpornosci linii
zawierajagcych geny spiramidyzowane jak linii zawierajagcych tylko gen Bphl.
Prawdopodobna przyczynag takiego wyniku jest fakt, iz na przetomie lat 70 1 80 XX w. wraz
z pojawieniem si¢ nowych agresywnych biotypéw szkodnika, oba geny zostaly
przetamane, a wigc pod wzgledem praktycznym nie sg juz uzyteczne dla hodowli.

Brak oczekiwanych wynikow przyniosty takze badania Tan i wspotpracownikow
(2009) nad piramidyzacja genow odpornosci na Meloidogyne hapla w ziemniaku.
Pojedynczy gen Rum-cheA zmniejszat ilo§¢ znajdowanych jaj szkodnika o ok. 88% w
stosunku do kontroli nie zawierajacej zadnego genu odpornosci, a linia zawierajgca gen
Rum-or redukowata ilo$¢ jaj o 55%. Potgczenie obu gendéw nie wplyngto na liczbe
sktadanych jaj w stopniu istotnie statystycznie wigkszym, niz robit to pojedynczy gen Rym-
hed. Powodem braku addytywnego efektu genu byty prawdopodobnie btedy popetnione
podczas selekcji. Odleglos¢ pomigdzy genem Ry« a Sprzezonym z nim markerem uzytym
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do selekcji wynosita 17 cM, a to z kolei powodowato niewlasciwe zakwalifikowanie
osobnikéw: te, ktore miaty marker mogly nie posiada¢ genu a te ktore byly odporne i
posiadaly gen mogly nie posiada¢ markera. Do selekcji fenotypowej uzyto innych
populacji nicieni, niz do mapowania gendéw. Autorzy zwracajg uwag¢ na niedobor
informacji o tych populacjach pod wzgledem charakterystyki alleli wirulencji oraz
domieszkach gatunkdéw M. chitwoodi i M. fallax do populacji M. hapla. Konsekwencja
tego mogg by¢ réznice w okresleniu zakresu efektu genu. W zaleznosci od sktadu uzytej
populacji réznicujacej Rum-or moze by¢ zakwalifikowany jako QTL charakteryzujacy si¢
ro6zng sitg lub nawet pojedynczy gen R o efekcie catkowitym.

UZYSKIWANIE WYZSZEGO POZIOMU LUB ZWIEKSZONEJ TRWALOSCI ODPORNOSCI
PRZEZ LACZENIE WIELU GENOW O MALYM EFEKCIE JEDNOSTKOWYM

Mimo, iz genetyczne podloze oraz mechanizmy dziatania odpornosci ilosciowej nie sa
do konca poznane, w celu uzyskania roslin o bardziej warto§ciowej odpornosci podejmuje
si¢ proby potaczenia QTL. Obiecujace wyniki pod tym wzgledem uzyskat Richardson i
wspotpracownicy (2006). Obiektem badan byt jeczmien infekowany przez rdz¢ Puccinia
striiformis f. sp. hordei. Chcace okresli¢ stopien odporno$ci poszczegdlnych kombinacji
zastosowano ocen¢ czterech parametrow: opoOznienie infekcji w stosunku do czasu
inokulacji, skuteczno$¢ infekcji, rozmiar porazonej tkanki ro§linnej oraz gesto$¢ punktow
zarodnikowania. Linie zawierajace pojedyncze QTL wykazywaty lepsza odpornos¢ pod
wzgledem wszystkich ocenianych parametrow niz posiadat podatny rodzic, przy czym
zaobserwowano znaczgce roznice pomig¢dzy sita wptywu na cechg przez allele odpornosci
pochodzace z réznych QTL. Najsilniejszy efekt wykazywat QTL 4H, kolejno 1H 1 SH.
Piramidyzacja tych trzech QTL prowadzita do uzyskania wyzszego stopnia odpornosci pod
wzgledem wszystkich ocenianych parametrow z wyjatkiem opo6znienia infekcji.
Sprawdzenie obecnosci poszczegdlnych QTL przeprowadzono metoda MAS za pomoca
markeréw SSR. Problemem, na jaki zwrdcili uwagg autorzy byt fakt, iz wprowadzenie tych
samych QTL do réznych linii hodowlanych nie zawsze zapewnialo taki sam stopien
odporno$ci. Nawet najwyzszy stopien odpornosci, ktory warunkowata kombinacja
potaczonych QTL nie byt réwny poziomowi, jaki dawal gen gldéwny odpornosci lezgcy na
chromosomie 7H, ktory warunkowat odporno$¢ skrajna.

Piramidyzacja QTL daje rowniez nadzieje na wyhodowanie roslin kukurydzy,
w ktorych nie dochodzitoby do kumulacji aflatoksyn. Zanieczyszczenie ziaren tymi myko-
toksynami moze by¢ zmniejszone poprzez potaczenie QTL odpornosci na szkodniki
uszkadzajace kolby, ktore tworza wrota dla infekcji oraz QTL zaangazowanych
bezposrednio w reakcj¢ odpornosci na infekcje grzyba Aspergillus flavus. Wyniki sugeruja
epistatyczny efekt kombinacji QTL umcl76+csu3. Bardziej szczegétowe zmapowanie
chromosomow 1S i1 2L, gdzie sg potozone QTL odpornosci jest niezbedne do ich
precyzyjnego zlokalizowania i pdzniejszej selekcji ro§lin przy pomocy markerow
(Widstrom i in., 2003).
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PIRAMIDYZACJA GENOW ODPORNOSCI ILOSCIOWEJ I JAKOSCIOWE]

Potgczenie obu typéw odpornosci (ilosciowej i jakosciowej) daje mozliwos¢ uzyskania
wysokiej odpornosci warunkowanej genami gtownymi a jednocze$nie, dzigki licznym
QTL, odpornosci trwalej. Dwa rodzaje odpornosci uzupehiajac si¢ wzajemnie moga
zmnigjszy¢ prawdopodobienstwo wyselekcjonowania izolatow patogena zdolnych do
infekcji 1 zapobiec powstaniu rasy zdolnej przetamaé obydwa zrodla. Nawet w sytuacji
kiedy patogen przetamie odpornos¢ jakosciowa, odporno$¢ ilosciowa wcigz bedzie chroni¢
ro$ling przed infekcja (Hittalmani i in., 2000; Castro i in., 2003).

Badania nad wspotdziataniem gendéw gtownych i QTL prowadzili Castro i wspotpra-
cownicy (2003). Chcac uzyska¢ ro$liny jeczmienia odporne na rdze zotta (Puccinia
striiformis f. sp. hordei) wyhodowano ro$liny zawierajace rozne potaczenia genow:
glownego R, oraz QTL: QTL4, QTL4B, QTL4C, QTLS i QTL7. Efekt genéw odpornosci
ilosciowej byl obserwowany jedynie w kombinacjach, ktore nie zawieraly genu Ry.
Rezultat taki nie byt zaskoczeniem, poniewaz geny odpornosci jako§ciowej maskuja efekt
QTL, a wigc ograniczajg przydatnos$¢ selekcji fenotypowej. Aby przesledzi¢ obecnosé
poszczegdlnych komponentow piramidy zastosowano MAS. Metoda ta umozliwila
identyfikacje osobnikow majgcych gen R, zlokalizowany na chromosomie 7H pomig¢dzy
dwoma markerami RFLP: Ris44 i ABG461. Analiza statystyczna potwierdzita, ze na
ekspresje odpornosci w roslinach o spiramidyzowanych genach najwickszy wptyw miat
gen glowny R, oraz kolejno wszystkie QTL z wyjatkiem QTL7, dla ktérego nie wykazano
znaczacego wptywu na efekt catosciowy. Przydatnos$¢ takiej piramidy moze by¢ oceniana
wylacznie za pomocs rasy patogena, ktora bylaby w stanie porazi¢ gen R,.. Test taki nie
jest mozliwy do wykonania, poniewaz w Ameryce Poétnocnej nie zanotowano przypadku
przetamania tego genu (Castro i in., 2003).

ZWIELOKROTNIENIE TYCH SAMYCH ALLELI

Zwielokrotnienie tych samych alleli powoduje zwigkszenie stopnia odpornosci, jesli
ekspresja pojedynczej kopii genu odpornosci jest niewystarczajaca, aby wygenerowac
skuteczng reakcj¢ obronng. Zjawisko to wykorzystano w hodowli pszenicy. Gen Ao, ktory
posiadata odmiana Sinvalocho MA, zapewnial odporno$¢ na izolat 66 rdzy brunatnej
(Puccinia recondita). Odpornos$¢ zostata jednak przetamana. Z izolatu 66 na skutek mutacji
powstal nowy, F-05, ktéry byt w stanie przetama¢ 4o. Dopiero uzyskanie tetrasomicznych
roslin pszenicy o czterech kopiach genu 4o gwarantowato brak porazenia przez izolat F-
05 (Tranquilli i in., 1997).

Toxopeus (1957) poréwnujac genotypy ziemniaka zawierajace dupleks i tripleks genu
R3 (gen warunkujacy odpornos¢ na P. infestans) z genotypami zawierajgcymi pojedyncza
kopi¢ R3 nie zaobserwowat addytywnego efektu. Brak efektu przy zwielokrotnieniu tego
samego allelu zaobserwowano rowniez w badaniach z genem H/ odpornosci ziemniaka na
matwika ziemniaczanego (Globodera rostochiensis), kiedy liczba znajdowanych cyst byta
taka sama, zar6wno na genotypach zawierajgcych simpleks, jak i wiele kopii genu HI
(Brodie i Plaisted, 1992). Formy o zwigkszonej liczbie kopii danego allelu gwarantuja

&3



Iga Tomczynska ...

natomiast zwigkszong frekwencje¢ form odpornych w potomstwie, co jest wykorzystywane
w hodowli (Swiezynski, 1988).

UZYSKIWANIE ODPORNOSCI O SZEROKIM SPEKTRUM NA ROZNE RASY/PATOTYPY
PATOGENA

Przykladem zastosowania tej strategii moga by¢ badania nad odpornoscia soi na szczepy
wirusa mozaiki soi (SMV) (Shi, 2009). Znane byly piramidy dwugenowe; RsvIRsv3,
RsviRsv4 Tub Rsv3Rsv4, co gwarantowalo pelng odpornos¢ na szczepy wirusa Gi-G,
jednak uzyskane linie zawierajace trzy geny odporno$ci w stanie homozygotycznym
(RsvIRsvIRsv3Rsv3Rsv4Rsv4) cechowaly si¢ dodatkowo szerszym spektrum odpornosci
na SMV. Roéliny z genem RsvI sg odporne na szczepy Gi-Gs, ale nie na G7, natomiast te
majace gen Rsv3 nie sa porazane przez szczepy Gs-Go, ale sa podatne na szczepy Gi-Ga.
Gen Rsv4 zapewnia odporno$¢ w stadium siewki, a w pozniejszych stadiach spowalnia
pojawienie si¢ objawow choroby.

Innym przyktadem moze by¢ piramidyzacja trzech genéw odpornosci na bakteryjna
chorobe ryzu powodowang przez Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Wspotdziatanie genow
Xa2l, xa5 1 xal3 zapewnilo wysoki stopien odpornosci na 17 izolatow pochodzacych z
rejonu Pendzabu i 6 szczepow pochodzacych z Filipin. Najbardziej efektywnym genem
okazal si¢ Xa2l. Jedynie izolat PX04 byt zdolny do przetamania odpornosci, ktorg
warunkowat ten gen. Kiedy jednak rosliny posiadaty piramide trzech gendéw odpornosci,
izolat nie powodowat porazenia (Singh i in., 2001).

Przedmiotem badan byla réwniez odpornos¢ ryzu na plamice powodowana przez
grzyba Magnaporthe grisea. Aby uzyskac pozadane cechy wyhodowano linie majgce rézne
zestawienia genoéw Pil, Piz-5 i Pita. Selekcje fenotypowa ro$lin przeprowadzono za
pomoca szesciu izolatow: IK81-25, C9232-5 (zdolne do infekcji roslin z genem Pil),
(C9240-2, C9240-5 (zdolne do infekcji roslin z genem Piz-5) oraz V86010 i P06-06 (zdolne
do infekcji roslin z genem Pita). Poszczegdlne z wymienionych izolatéw byly zdolne
porazi¢ rosling z pojedynczym genem odpornosci, nie byly jednak w stanie w warunkach
laboratoryjnych catkowicie porazi¢ linii o spiramidyzowanych genach. W testach
polowych linie o spiramidyzowanych genach wykazywaly catkowita odpornos¢. Wskazuje
to na istnienie efektu komplementarnosci dwoch nieallelicznych gendw znajdujacych sie
w jednej ro$linie. Z testowanych dwu i trzygenowych piramid najbardziej odporne okazaty
si¢ kombinacje zawierajace geny Pil+Piz-5 1 Pil+Piz-5+Pita. W testach polowych byly
odporne w jednakowym stopniu, co rosliny zawierajace tylko gen Piz-5. Mimo, ze geny
spiramidyzowane nie warunkuja odpornosci o wyzszym stopniu, niz pojedynczy gen Piz-
5, piramida moze zmniejszy¢ presj¢ selekcyjng na patogena, a wigc moze zapewnic
wigkszg trwato§¢ odpornosci odmiany (Hittalmani i in., 2000).

LACZENIE ODPORNOSCI NA ROZNE GATUNKI PATOGENOW I SZKODNIKOW W
JEDNEJ ODMIANIE

Najbardziej ekonomicznym i efektywnym rozwigzaniem jest wprowadzenie do jednej
odmiany uprawnej gendw odpornosci na wiele réznych chordb i patogenow. Laczenie
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takiej odpornosci jest od dziesigcioleci podstawa postgpu hodowlanego. W oparciu o
selekcje fenotypowg w latach 1985-1990 w Zaktadzie Genetyki i Syntezy Materiatow
Wyjsciowych Instytutu Ziemniaka o. Mtochéw wyprowadzono 10 rodow ziemniaka, ktore
cechowata jednoczesna odpornos¢ na wirusy X, Y i S ziemniaka, matwika Globodera
rostochiensis (patotyp Rol) oraz odpornos¢ czesci nadziemnej i bulw na P. infestans
(Sieczka i Pakosinska, 1991). Co wazne, odporno$¢ na P. infestans w tych materiatach
determinowana byta genami innymi niz te, ktore miaty istniejgce wtedy odmiany krajowe
i zagraniczne. Podczas gdy w 6wczesnych odmianach wyrdzniano tylko geny R, R2, R3,
R4 i R10, wyselekcjonowane rody nie ulegaly infekcji po zakazeniu inokulum zdolnym
porazi¢ komercyjne odmiany (Sieczka i Pakosinska, 1991). Rownoczes$nie prowadzono
prace nad uzyskaniem form o jednoczesnej odpornosci na wirusy Y, M, S, X i lisciozwoju
ziemniaka (Domanski i in., 1991).

Przedmiotem badan bylo otrzymanie ro§lin ziemniaka odpornych na wirusy PVY i
PVX, matwika ziemniaczanego (Globodera rostochiensis) oraz raka ziemniaka
powodowanego przez Synchytrium endobioticum. Uzyskano ro§liny zawierajace jedno-
czes$nie gen Ry.q, warunkujacy odpornosé na PVY, gen Grol warunkujacy odpornos¢ na
matwika ziemniaczanego, gen Rx/ odpowiadajacy za odpornos¢ na PVX oraz gen Senl
odpowiadajacy za odporno$¢ na raka ziemniaka. Za pomocg markerow sprz¢zonych z
wymienionymi genami wyselekcjonowano rosliny o wysokiej odporno$ci na wszystkie
wymienione patogeny (Gebhardt i in., 2006).

WYKORZYSTANIE TRANSGENEZY

Proby uzyskania transgenicznych roslin posiadajgcych geny odpornosci na rozne
szkodniki 1 patogeny, a dodatkowo takze tolerancje na herbicyd podjeli Wei i
wspotpracownicy (2008). W toku badan uzyskat transgeniczng linie ryzu T7773-1
zawierajacg gen crylAb (warunkujacy odporno$¢ na szkodnika Chilo suppressalis
(Lepidoptera), dzigki obecnos$ci toksyny z Bacillus thuringiensis, Bt 1 gen bar, dzigki
czemu ros$liny byty tolerancyjne na herbicyd Basta oraz lini¢ T773-2, ktora zawierata gen
XaZ21l warunkujacy odporno$¢ na bakteryjng zaraze ryzu. W wyniku krzyzowan otrzymano
50 odpornych roslin pokolenia F4 zawierajacych wszystkie trzy geny oraz wykazujgcych
dobre cechy agronomiczne. Ro$liny zawierajace biatko Bt wykazywaty silng odpornosc¢ na
szkodnika- stopien uszkodzen byl bardzo niski — ponizej 1% w warunkach polowych,
natomiast u kontrolnych roslin ryzu bez transgenu stopien uszkodzen wynosit ponad 50%.
W tescie biologicznym po infekcji siedmioma szczepami X. oryzae pv. oryzae rozne rosliny
z linii wyposazonych we wszystkie trzy geny wykazywaly rdzne stopnie infekcji, jednak
takze w tym przypadku powierzchnia uszkodzen byta mniejsza niz w kontroli.

Strategia otrzymywania roslin ryzu odpornego na rozne choroby i patogeny zostata
réwniez opisana przez Datta i wspolpracownikoéw (2002). Do roslin ryzu wprowadzono
gen Xa2] (odpornos¢ na X. oryzae pv. oryzae), gen Bt (odpornos$¢ na motyla Scirpophaga
incertula) oraz gen RC7 (odporno$é na otoczkowg zaraze ryzu wywolywana przez Rhizoctonia
solani) uzyskujac w ten sposob pozadane parametry odpornosci.
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Programy hodowlane dazace do uzyskania odmiany odpornej na rézne choroby
prowadzono takze na jabtoni. W toku badan uzyskano odmiang Ariwa, ktora cechuje si¢
odpornoscia na parcha jabtoni powodowanego przez Venturia inequalis oraz maczniaka
powodowanego przez Podosphaera leucotricha. Wada tej odmiany jest jednak podatnos¢
na zaraz¢ ogniowg oraz raka bakteryjnego, w zwiagzku z czym kontynuuje si¢ badania nad
uzyskaniem odmiany o wigkszej przydatnosci. Otrzymane 18 roslin zawierajacych geny
VY, Vh2, Vh4, warunkujacych odpornos$¢ na parcha jabtoni oraz gen P72 odpowiadajacy za
odporno$¢ na maczniaka jabloni, zakwalifikowano jako material wyj$ciowy do tworzenia
nowych odmian (Kellerhals i in., 2009). Przeprowadzono rowniez piramidyzacje gendw
odpornosci na szkodniki nikli indyjskiej Melanagromyza obtusa 1 Heliothis armigera
(Tar’an i in., 2003 za Verulkar i in., 1997).

Opisane przyktady piramidyzowania genéw i QTL odpornosci z wykorzystaniem MAS
u szerokiej gamy roslin uprawnych jednoliSciennych i dwuliSciennych $wiadcza o
wysokim potencjale tej strategii. Przy jej zastosowaniu osiagni¢to zwigkszenie poziomu
odpornosci, rozszerzenie spektrum odpornosci o rdzne rasy tego samego patogena, a takze
kumulacje odporno$ci na rézne patogeny i szkodniki w jednej linii hodowlane;j.
Dyskusyjne i1 trudne w ocenie pozostaje zwigkszanie trwalosci odpornosci przez
piramidyzowanie genow R i/lub QTL, cho¢ lezacy u jego podstaw model teoretyczny
wydaje si¢ by¢ oparty na solidnych argumentach. Zastosowanie markeréw molekularnych
do selekcji form odpornych moze istotnie usprawni¢ konstrukcje piramid genowych,
zwlaszcza z udziatem genow o efekcie epistatycznym, uniemozliwiajacym wykrycie
innych sktadnikow piramidy na poziomie fenotypu.
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