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Wykorzystanie markerow molekularnych
do wprowadzania genow odpornosci na rdze
brunatng (Puccinia recondita f. sp. tritici)

1 maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis
f. sp. tritici) do pszenicy ozimej*

The use of molecular markers for introduction of leaf rust (Puccinia recondita f. sp.
tritici) and powdery mildew (Blumeria graminis f. sp. tritici) resistance genes in
winter wheat (Triticum aestivum)

Wykorzystujac selekcj¢ wspomagang markerami molekularnymi do odmiany pszenicy Lexus
wprowadzono geny odpornosci Lr4] na rdzg brunatng oraz Pm21 na maczniaka prawdziwego. Jako
zrodto odpornosci na rdze brunatng w badaniach wykorzystano heksaploidalng linig WGRCI10,
warunkowang dominujagcym genem Lr41 pochodzacym z diploidalnej dzikiej pszenicy Triticum
tauschii (syn. Aegilops squarrosa). Jako zrodto odpornosci na maczniaka prawdziwego w badaniach
zastosowano lini¢ translokacyjna 6VS/6AL Yangmai 5 z dominujagcym genem Pm21 pochodzacym od
Dasypyrum villosum (syn. Haynaldia villosa). Do identyfikacji genu Lr4] wykorzystano pigé
markeréw mikrosatelitarnych SSR: Gdm35, Barc124, Gwm261, Gwm296 oraz Gwm210. Natomiast w
celu wyselekcjonowania obiektéw roslinnych posiadajacych gen Pm2] postuzono si¢ dwoma
markerami SCAR (SCARiz250, SCAR1400) oraz markerem NAU/xibao. Ponadto, dla pierwszego
pokolenia populacji mieszancowej, za pomoca markerow AFLP, losowo rozproszonych w genomie
pszenicy, oszacowano procentowsg zawarto$¢ genomu rodzica wypierajacego (selekcja tla
genetycznego). Dodatkowo w drugim oraz w trzecim pokoleniu populacji mieszancowej do oceny
reakcji na zakazenie przez P. recondita f. sp. tritici i B. graminis f. sp. tritici uzyto jednozarodnikowych
izolatow, wirulentnych do odmiany Lexus, natomiast awirulentnych do linii odpowiednio z genem Lr4/
i Pm21. Przeprowadzona selekcja wspomagana markerami oraz selekcja fenotypowa pozwolity na
uzyskanie linii homozygotycznych pod wzgledem odpornoéci na oba patogeny.

Stowa kluczowe: Blumeria graminis, Lr41, piramidowanie genéw, Pm21, Puccinia recondita

The aim of the presented research was to use genetic markers in process of introduction of effective
resistance genes to the wheat. A leaf rust resistance gene Lr4] derived from Triticum tauschii (syn.
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Aegilops squarrosa) and powdery mildew resistance gene Pm21] derived from Dasypyrum villosum
(syn. Haynaldia villosa) were introgressed into the best German variety. Line WGRC10 was used as
the resistance source of Lr4/ for leaf rust, whereas the 6VS/6AL translocation line Yangmai 5 was used
as the resistance source of Pm21 for powdery mildew. In foreground selection several molecular
markers for Lr41 and Pm21 were applied. For the detection of gene Lr4] in breeding materials with
leaf rust resistance five SSR markers: Gdm35, Barc124, Gwm261, Gwm296 and Gwm210 were used.
To detect the Pm21 gene three molecular markers: SCAR;250, SCARi1400 and NAU/xibao were
development. After the first backcrosses background selection was conducted using the AFLP markers.
For the greenhouse screening of the second and the third generations of plants for leaf rust and powdery
mildew resistance, plants of selected lines were inoculated at the three-leaf stage with natural pathogen
populations of B. graminis and P. recondita. The marker-assisted selection and pathology test allowed
to obtain homozygous lines carrying the genes resistance to leaf rust and powdery mildew of winter
wheat.

Key words: Blumeria graminis, Lr41, Pm21, Puccinia recondita, pyramiding breeding
WSTEP

Do jednych z istotniejszych czynnikow wptywajacych na wielkos¢ uzyskanego plonu
pszenicy nalezg powszechnie wystepujace choroby zboz, z ktérych najwazniejsze to: rdza
brunatna (Puccinia recondita f. sp. tritici), maczniak prawdziwy traw (Blumeria graminis
f. sp. tritici), septorioza (Stagonospora nodorum syn. Septoria nodorum) i fuzarioza
(Fusarium spp.). W zaleznosci od warunkow pogodowych, choroby te z rdéznym
nasileniem wystgpuja zarbwno na pszenicy jarej jak i ozimej, we wszystkich rejonach
Polski. Odmiany pszenicy ozimej dopuszczone do uprawy w Polsce oraz nowe, bedace w
badaniach rejestrowych, pod wzgledem odpornosci na porazenie przez grzyby Blumeria
graminis 1 Puccinia recondita oceniane sa jako $rednio podatne i podatne w stadium
siewek, a w warunkach polowych, w zaleznos$ci od roku jako mniej lub bardziej wrazliwe.

W celu zwigkszenia odpornosci na choroby grzybowe pszenic, hodowla nowych
odmian skierowana jest na pozyskiwanie nowych, efektywnych zrodet odpornosci i
wprowadzaniu ich do programoéw hodowlanych. Najwazniejszym 1 najcenniejszym
zrodtem gendw odpornosci na rdz¢ brunatng oraz maczniaka prawdziwego pszenicy sg
przede wszystkim gatunki dzikie pszenic oraz gatunki im pokrewne, tj.: 7. monococcum,
T. spelta, T. dicoccum, T. dicoccoides, T. timopheevii, T. durum, T. carthlicum, T.
sphaerococcum, T. tauschii (syn. Aegilops squarrosa), Ae. speltoides, Ae. longissima, Ae.
ovata, H. villosa (syn. Dasypyrum villosum L. Candargy) oraz zyto (Secale cereale)
(MclIntosh, 1998; Gorny, 2004; Chetkowski i in., 2005 b).

W ogolnie przyjetej nomenklaturze wszystkim genom odpornosci na rdz¢ brunatna
przypisano symbol Lr (ang. Leaf rust — Lr genes). Aktualnie zidentyfikowano okoto 70
gendéw warunkujacych odpornos¢ na populacje Puccinia recondita. Natomiast genom
odporno$ci na maczniaka prawdziwego pszenicy przyporzadkowano symbol Pm (ang.
Powdery mildew — Pm genes). Z literaturowych doniesien wynika, ze obecnie poznanych
jest 57 genow Pm (Xue i in., 2009). Wigkszo$¢ z genéw odpornos$ci na rdz¢ brunatng i
maczniaka prawdziwego, s3 to geny glowne, nazywane rowniez genami R (ang. Major
Resistance Genes), warunkujgce odporno$¢ monogeniczng, oparta na teorii Flora ,,gen na
gen”, gdzie produkty gendéw awirulaencji patogena wspoldziataja posrednio lub
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bezposrednio z produktami genéw R (Flor, 1955; Bennett, 1984; Mclntosh i in., 1995;
Huang i1 Réder, 2004; Gorny, 2004; Tyrka i Chetkowski, 2003; Chetkowski i Koczyka,
2005 a; Chen i in., 2005; Perugii i in., 2008).

W celu poprawienia odpornos$ci na grzyb P. recondita f. sp. tritici oraz B. graminis f.
sp. tritici w odmianach powszechnie uprawianych, mozliwe jest rownoczesne wprowa-
dzenie do jednego genotypu réznych kombinacji efektywnych gendéw odpornosci.
Piramidowanie kilku genéw R w jednym genotypie, zwicksza skutecznos$¢ i trwalosé
odpornos$ci uprawianych odmian. Z czasem odporne odmiany zostajg porazone przez
patotypy wirulentne, pojawiajace si¢ w wyniku presji selekcyjnej na populacj¢ patogena.
Dlatego tez, bardzo waznym kierunkiem w hodowli odpornosciowej jest poszukiwanie
nowych, efektywnych zrédel odpornosci na wszystkie choroby pszenicy. Za wysoce
efektywne, zardbwno na $wiecie jak i w Polsce, uwaza si¢ geny Lr: Lr9, Lri2, Lr19, Lr23,
Lr24, Lr25, Lr28, Lr29, Lr36, Lr37, Lr4l, Lr42, Lr47, Lr50, Lr55 (Mesterhazy i in., 2000;
Wozniak-Strzembicka, 2003; Chetkowski i in., 2005b; Shamanin i Morgounov, 2009). W
polskich odmian pszenic ozimych i jarych najczgsciej spotykanymi kombinacjami genow
odpornos$ci na maczniaka prawdziwego, w przesztosci jak i obecnie, sa: Pm2 + Pm5, Pm2
+ Pm6, Pm3d + Pm4b, Pm3d + Pm§8, Pm3d + Pm nieokreslony, Pm5 + Pm8, Pml + Pm2
+ Pm nieokre$lony, Pml + Pm3d + Pm4b, Pm2 + Pm3d + Pm4b, Pm2 + Pm6 + Pm
nieokreslony, Pm3d + Pm4b + Pm nieokreslony oraz Pml + Pm2 + Pm9 + Pm4b
(Kowalczyk i in., 1998; www.pin.org.pl).

Wykorzystywanie markerdw molekularnych w genetyce 1 hodowli ro$lin uprawnych
stanowi obecnie bardzo dogodne, czasami niezbedne i jedyne nadrzedzie diagnostyczne w
selekcji korzystnych genotypéw. Wspomagaja prace hodowlane podczas selekcji
wprowadzanego(ych) genu(éw) (ang. Foreground Selection) lub tez w selekcji tla
genetycznego (ang. Background Selection). Do najwazniejszych korzysci MAS mozna
niewatpliwie zaliczy¢ fakt, ze selekcja materiatu hodowlanego jest przede wszystkim
niezalezna od fazy rozwojowej badanych roslin oraz czynnikéw zewnetrznych, co jest
istotne w przypadku konieczno$ci przeprowadzanie krzyzowan wypierajacych.

Celem niniejzszej pracy bylo spiramidowanie dwdoch genéw odpornosci Lr41 na rdze
brunatng (Puccinia recondita f. sp. tritici) 1 Pm21 na maczniaka prawdziwego (Blumeria
graminis f. sp. tritici) w odmianie pszenicy ozimej Lexus, dobrze przystosowanej do
polskich warunkéw przyrodniczych. Koncowym etapem przeprowadzonych prac bylo
wyprowadzenie linii homozygotycznych pod wzgledem odpornosci na oba patogeny.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowita elitarna niemiecka odmiana Lexus (pszenica ozima)
(Hodowla A. Jackobi, W. von Borries-Eckendorf), dobrze przystosowana do polskich
warunkow klimatycznych, o wysokim potencjale plonowania, jednak podatna na Puccinia
recondita f. sp. tritici oraz Blumeria graminis f. sp. tritici. Jako zrodta odpornosci
wykorzystano dwie linie pszenicy ozimej, wyprowadzone na Uniwersytecie w Kansas
(Wheat Genetic and Genomic Resources Center). Pierwsze zrodto odpornosci stanowita
linia KS9OWGRC10 (oznaczona jako linia Lr41) z genem odpornosci na rdz¢ brunatng
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Lr41, pochodzacym z diploidalnego dzikiego gatunku Triticum tauschii (syn. Aegilops
tauschii, Ae. squarrosa L.). Jako zréodlo odpornosci na maczniaka prawdziwego
wykorzystano translokacyjna lini¢ 6VS/6AL Yangmai 5 (oznaczona jako linia Pm21) z
genem odpornosci Pm21, pochodzgcym z dzikiego diploidalnego gatunku Haynaldia
villosa (syn. Dasypyrum villosum). W celu eliminacji niekorzystnych cech z punktu
widzenia rolniczego, przeprowadzono krzyzowanie wypierajace linia pszenicy ozimej
RAH979 o wysokim potencjale plonowania, wczesniej uzyskang w Pracowni Genetyki
Stosowanej IHAR.

Do oceny reakcji na zakazanie przez P. recondita f. sp. tritici i B. graminis f. sp. tritici
uzyto jednozarodnikowych izolatoéw, odpowiednio izolat Pt2902 i Witon 2 (P. recondita)
oraz Bgt28 (B. graminis), wirulentnych w stosunku do odmiany Lexus, a awirulentnych
odpowiednio Lr41 lub Pm21. Test fitopatologiczny przeprowadzono w kontrolowanych
warunkach, przy fotoperiodzie 16 godz. §wiatla 8 godz. ciemnosci i temperaturze w
zakresie 16-22°C. Material roslinny zakazono zawiesing zarodnikéw P. recondita f. sp.
tritici, zawierajacej 1-2 kropli srodka zmniejszajacego napigcie powierzchniowe Tween-
20. Po 8-10 dniach od inokulacji oceniono reakcje¢ roslin w pigciostopniowe;j skali Levine
i Cherewick (Kopahnke i in., 2004). Po uplywie 3—4 dni od zakazenia izolatami P.
recondita, przeprowadzono inokulacje roslin izolatem B. graminis f. sp. tritici (Bgt28).
Doswiadczenie infekcyjne polegalo na strzgsaniu nad materialem roslinnym zarodnikow
konidialnych z ros$lin porazonych maczniakiem. Po 8-10 dniach od drugiej infekcji,
oceniono reakcje roslin w pigciostopniowej skali wg Mainsa i Dietza (Czembor, 2008).

W zaleznosci od selekcji materialu roslinnego (selekcja genow, selekcja tla
genetycznego) do ekstrakcji DNA wykorzystano dwie rdzne metody izolacji DNA.

Do selekcji genu(6w) postuzono si¢ metodyka opracowana i opisana przez Higgins i
zespot (Higgins i in., 2000) z drobnymi modyfikacjami. Z kazdego obiektu roslinnego
pobrano 150 mg tkanki roslinnej. Pocigty material roslinny nastepnie umieszczono w 2 ml
probdéwce uzupehionej 1 ml buforu ekstrakcyjnego TPS (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 M
KCl, 10 mM EDTA). Cato$¢ wirowano przez 2 min. przy 12.000 obr./min. a nast¢pnie
cato$¢ homogenizowano przy uzyciu miynka miksujacego MM301 (Retsch, Verder,
Katowice, Polska) i1 czestotliwosci wytrzasania 30 tys./min. w dwoch cyklach
pieciominutowych. Po zakonczeniu tego etapu izolacji, procedura przebiegata wedtug
procedury opracowanej przez Higginsa i zespot (Higgins i in., 2000).

Do selekcji tta genetycznego przeprowadzonej w pierwszym pokoleniu populacji
mieszancowej, wyizolowano genomowe DNA wykorzystujac zestaw DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, USA). Z kazdego obiektu pobrano 200 mg tkanki roslinnej, ktorg
homogenizowano w buforze ekstrakcyjnym przy uzyciu mtynka miksujacego MM301
(Retsch, Polska) i czestotliwosci wytrzasania 30 tys./min. w dwoch cyklach pigcio-
minutowych. Po zakonczeniu pierwszego etapu izolacji, procedura przebiegata zgodnie z
zaleceniami podanymi przez producenta zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
Stezenie genomowego DNA oznaczono spektrofotometrycznie zgodnie z instrukcja
fluorymetru NanoDrop 3300 (ThermoScientific, USA).

W celu okreslenia wystgpowania genu Lr41, w selekcjonowanym materiale ro§linnym
wykorzystano pie¢ loci mikrosatelitarnych: Gdm35 (170 pz — par zasad), Barc124 (250
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pz), Gwm210 (182 pz), Gwm296 (135 pz) oraz Gwm261 (160-200 pz). W tabeli 1
przedstawiono sekwencje nukleotydowe pigciu starterow uzytych do selekcji genu Lr41
(Roder i in., 1998; Pestsova i in., 2000; Singh 1 in., 2004; Somers i in., 2004; Song i in.,
2005). Wszystkie wymienione startery zsyntetyzowano w Sigma-Genosys (Sigma-
Genosys, W. Brytania). W kazdej parze starterow jeden ze starterow na koncu 5’
wyznakowano jednym z trzech barwnikéw fluorescencyjnych ABI (FAM — niebieski,
HEX — 76ty lub TET — zielony). Reakcje amplifikacji przeprowadzono w probdéwkach
(MJ Research, USA) w termocyklerze Mastercycler ep (Eppendorf AG, Niemcy). Reakcje
PCR przeprowadzono w uktadzie zawierajacym w objetosci 8 pl nastgpujace komponenty:
1,5 pl supernatantu otrzymanego po ekstrakcji za pomoca buforu TPS, 1 x bufor (MBI
Fermentas, Litwa), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM startera i 1 jednostka
polimerazy Tag (MBI Fermentas, Litwa). W zaleznosci od temperatury przylaczania si¢
starterow do matrycy zastosowano dwa profile termiczne reakcji PCR. Dla markerow
Barci124 oraz Gdm35 warunki amplifikacji przebiegaty wedhug nastgpujacego programu:
94°C/2min. denaturacji wstgpnej, 10 cykli sktadajacych sig z: 94°C/30 sek., 55°C/30 sek.,
72°C/1 min., a takze 30 cykli 90°C/30 sek., 55°C/30 sek., 72°C/1 min. Dla markerow
Gwm296 oraz Gwm261 profil reakcji PCR roznil si¢ jedynie temperaturg hybrydyzacii,
ktora wynosita 60°C/30 sek. W ostatnim cyklu reakcji amplifikacji, etap elongacji zostat
wydtuzony do 5 min. Dla markera Gwm210 amplifikacje prowadzono jednostopniowo
wedhug nastepujacego profilu: 94°C/3min. denaturacji wstepnej, 45 cykli sktadajacych si¢
z: 94°C/1 min., 60°C/1 min., 72°C/2 min., koficowe wydlizanie lancucha DNA
przedtuzono do 10 min. Temperatura pokrywy grzewczej w termocyklerze, we wszystkich
zastosowanych programach, wynosita 105°C.

Tabela 1
Sekwencje nukleotydowych starteréw wykorzystywanych do selekcji genu Lr41
The sequences of the primers used to detect Lr41 gene
Sekwencja 5° -3’
Starter s 2
Primer Sequence 5° —3
Forward (For) | Reverse (Rev)

Gdm35 CCTGCTCTGCCCTAGATACG ATGTGAATGTGATGCATGCA
Barci124 TGCACCCCTTCCAAATCT TGCGAGTCGTGTGGTTGT
Gwm210 TGAGAGGAAGGCTCACACCT TGCATCAAGAATAGTGTGGAAG
Gwm296 GCCTAATAAACTGAAAACGAG AATTCAACCTACCAATCTCTG
Gwm261 CTCGCGCTACTAGCCATTG CTCCCTGTACGCCTAAGGC

Produkty PCR przed naniesieniem na zel polyakrylamidowy (Cambrex Bio Science
Rockland, USA) denaturowano w obecnosci formamidu (Sigma-Aldrich, Polska) z
temperaturg pokrywy grzewczej ustawiong na 105°C i temperaturg bloku 95°C przez 3
min., wykorzystujac do tego termocykler UNO II (Biometria, Niemcy). Rozdziat
produktéw amplifikacji PCR przeprowadzono na sekwenatorze DNA ABI 377XL (Applied
Biosystems, USA) na 4,75% denaturujacym zelu polyakrylamidowym. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzono w buforze 1 x TBE (0,1 M Tris, 90 mM H3;BOs3, 9 mM
EDTA).
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Do selekcji materiatu roslinnego pod katem obecnosci genu Pm21 wykorzystano system
markerow SCAR: SCAR 250 (1250 pz), SCAR 14900 (1400 pz) (Liu i in., 1999; Yildirim i in.,
2004), a takze marker o nazwie NAU/xibao (902 pz) (Cao i in., 2006). W tabeli 2
przedstawiono sekwencje nukleotydowe trzech starterow uzytych do selekcji genu Pm21.
Wszystkie wymienione startery rowniez zsyntetyzowano przez Sigma-Genosys (Sigma-
Genosys, W. Brytania). Powielanie fragmentéw DNA dla markeréw SCAR;:50 oraz
SCAR 400, przeprowadzono w cienkos$ciennych proboéwkach w 10 pl mieszaniny
reakcyjnej, w sktad ktorej wchodzity nastepujace komponenty: 4 pl supernatantu
pochodzacego po ekstrakcji za pomocg buforu TPS, 1 x bufor (MBI Fermentas, Litwa), 2,5
mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM startera i 1 jednostka polimerazy Tag (MBI
Fermentas, Litwa). W termocyklerze Mastercycler ep, z pokrywa grzewcza ustawiong na
105°C, mieszaning reakcyjng poddano nastgpujacemu profilowi termicznemu: 94°C/3min.
denaturacji wstepnej, 40 cykli sktadajacych sie z: 94°C/1 min., 55°C/1 min., 72°C/2 min.,
w ostatnim cyklu reakcji etap elongacji trwal 5 min. Objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej w
amplifikacji z udziatem markera NAU/xibao wynosita 8§ pl, a wjej sktad wchodzity
nastepujace komponenty: 1,5 pl supernatantu po izolacji metoda TPS, 1 x bufor (MBI
Fermentas, Litwa), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM startera i 1 jednostka
polimerazy Tag (MBI Fermentas, Litwa). Powielanie fragmentéw DNA przeprowadzono
rowniez w termocyklerze Mastercycler ep wedlug nastgpujacego profilu reakcji PCR:
94°C/3min. denaturacji wstepnej, 32 cykli sktadajacych si¢ z: 94°C/30 sek., 55°C/30 sek.,
72°C/2 min., koncowy etap amplifikacji trwat 5 min.

Tabela 2
Sekwencje nukleotydowych starteréw wykorzystywanych do selekcji genu Pm21
The sequences of the primers used to detect Pm21 gene
Starter Sekwencja 57 T — 3: ’
Primer Sequence 5’ —3
Forward (For) | Reverse (Rev)
SCAR 250 GTTTGTTCACGTTGAATGAATTC CACTCTCCTCCACTAACAGAGG
SCAR 1400 CACTCTCCTCAAACCTTGCAAG CACTCTCCTCCACTAACAGAGG
NAU/xibao AGATCCAACACCAGTTCAAG ATGTTATGGAGGCTTGTGTC

Rozdzial produktow amplifikacji dla trzech markeréw wykorzystywanych przy selekcji
materiatu roslinnego na obecno$¢ genu Pm21, przeprowadzono na 1,5% zelu agarozowym
przy napieciu 240 V, przez 4 godz. w buforze 0,5 x TBE. Otrzymany obraz rozdziatu
produktéow amplifikacji wizualizowano przy uzyciu bromku etydyny, wykorzystujac
system Gel Logic 200 (Eastman Kodak Company, USA).

Do procentowego oszacowania genomu rodzica wypierajacego (selekcja tla
genetycznego) w pierwszym pokoleniu mieszancowym wykorzystano technike AFLP. Do
tego celu, wykorzystano pi¢¢ kombinacji starterowych: P38/T43 (P-ACT/T-CAT),
P41/T41 (P-AGG/T-CAC), P39/T41 (P-AGA/T-CAC), P35/T43 (P-ACA/T-CAT),
P36/T46 (P-ACC/T-CCG). Technik¢ AFLP wykonano w firmie KeyGene w Holandii
(Keygene N.V., Holandia) zgodnie z protokotem opracowanym przez Vos i zespot (Vos i
in., 1995). Ponadto w zalezno$ci od kombinacji jeden ze starterow AFLP wyznakowany
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byl jednym z dwodch barwnikéw fluorescencyjnych (FAM — niebieski oraz JOE —
zielony).

Rozdziat produktow AFLP przeprowadzono za pomoca elektroforezy kapilarnej na
sekwenatorze typu MegaBACE 1000 (AME Bioscience, Norwegia). Detekcja w wolnym
buforze przebiegala w systemie dwoch r6znych sygnatow fluorescencyjnych
pochodzacych z dwoch ptytek jednoczesnie (kazda ptytka 96 probek) w czasie okoto 1,5
godzinnego cyklu.

Procentowy udziat genomu rodzica wypierajagcego oszacowano za pomocg nastepu;ja-
Cego WZoru:

%RP=[A/(A+H+B)]x100

gdzie:

— %RP — procentowy udziat genomu rodzica wypierajacego (Lexus),
— A — homozygota typu rodzic wypierajacy,

— H — heterozygota,

— B — homozygota typu dawca odpornosci (linia L»41 lub linia Pm21).

Do konstrukcji mapy sprze¢zen i oszacowania dystansu genetycznego w centym-
organach (cM) wykorzystano oprogramowanie JoinMap 4.0. (Plant Research International,
Holandia) przy wartosci krytycznej LOD 3.0.

Otrzymane obrazy map genetycznych wygenerowano za pomocg programu
komputerowego MapChart 2.2. (Plant Research International, Holandia).

WYNIKI

W pierwszym etapie pracy otrzymano dwie odrebne populacje, uzyskane po
skrzyzowaniu odmiany pszenicy Lexus ze zrédtem odpornosci na rdz¢ brunatng — linig
Lr41 (oznaczenie populacji: Lexus x Lr41), oraz odmiany Lexus ze zrodtem odporno$ci na
maczniaka prawdziwego — linig Pm21 (oznaczenie populacji: Lexus X Pm21).

Uzyskane rosliny F; populacji (Lexus x Lr41) i Fy (Lexus x Pm21), przekrzyzowano
migdzy soba. W wyniku tego, otrzymano populacje mieszancowg krzyzowania zbieznego
((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) w liczbie 55 obiektow roslinnych. W badanej populacji
((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) przeprowadzono selekcje molekularna na obecnos¢
dwoch loci odpornosci w jednym genotypie. Wérdd 55 roslin z populacji ((Lexus x Lr41)
x (Lexus x Pm21)) dokonano selekcji molekularnej pod wzgledem obecnosci dwoch loci
odpornosci, w wyniku czego do pierwszego krzyzowania z linia RAH979 wybrano 14
obiektow roslinnych (tab. 3). Dla pozostalych 41 obiektow roslinnych otrzymano
niewystarczajacg liczbe alleli /oci mikrosatelitarnych dla genu Lr41, a w przypadku genu
Pm2] analizowane obiekty nie amplifikowaty w reakcji PCR dla locus odpornosci. Dlatego
tez, zdecydowano, o wyeliminowaniu ich z kolejnego etapu badan.

W nastgpnym etapie skrzyzowano 14 wyselekcjonowanych roslin z liniag RAH979 i
otrzymano pierwsze pokolenie populacji mieszancowej [((Lexus x Lr41) x (Lexus x
Pm21)) x RAH979] w liczbie 121 roslin. W analizowanej populacji mieszancowe;j [((Lexus
x Lr41) x (Lexus X Pm21))x RAH979] przeprowadzono selekcj¢ molekularng na obecnosé
dwach loci odpornosci w jednym genotypie. Na podstawie analizy molekularnej wybrano
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do dalszych badan 29 roslin do analizy tla genetycznego (tab. 4). Pozostate 92 rosliny, nie
spetity kryteriow selekcji molekularnej, dlatego tez, wyeliminowano je z nast¢pnego
etapu badan.

Tabela 3
Analiza molekularna (selekcja genéw) genoéw odpornosci na rdze¢ brunatna (Lr41) i maczniaka
prawdziwego (Pm21) dla populacji mieszancowej ((Lexus x Lr41) x (Lexus X Pm21))
Molecular analysis (foreground selection) of the leaf rust (Lr41) and powdery mildew (Pm21) resistance
genes for the ((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) population

Selekcja molekularna na obecno$¢ genu odpornosci | Selekcja molekularna na obecno$é genu odpornosci
Nr rosliny na rdze brunatng Lr41 na maczniaka prawdziwego Pm21
Molecular selection for the presence of leaf rust Molecular selection fort the presence of powdery
Plant number . . .
resistance gene Lr41/ mildew resistance gene Pm21
Gdm35 | Barci24 | Gwm210 SCAR 1265 | SCAR 400

840 +* + ik + T
848 + - - +
850 + + - + +
851 + + - + +
853 + - + + +
854 + - + + +
855 + + - + +
858 + + + + +
860 + - + + +
864 + + + + +
866 + + + + +
871 + + + + +
883 + + + + +
887 + - - + +

* - (-), (+) — brak lub obecnos¢ produktéw amplifikacji; presence or absence of amplification products

Wiyniki selekcji tta genetycznego zestawiono w tabeli 5. W analizie tta uzyskano tacznie
20 polimorficznych profili markerowych AFLP: P35/T43-119.25, P35/T43-212.58,
P35/T43-282.98, P36/T46-099.45, P36/T46-122.73, P36/T46-186.41, P36/T46-278.63,
P36/T46-358.13, P36/T46-393.19, P36/T46-550.36, P38/T43-347.41, P39/T41-222.24,
P39/T41-336.26, P41/T41-132.30, P41/T41-147.60, P41/T41-165.01, P41/T41-324.07,
P41/T41-380.22, P38/T43-346.18, P38/T43-386.94. Dla kazdego z analizowanych
obiektow, w stosunku do kazdej wygenerowanej pary markerow AFLP, okreslono
segregacje populacji [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979]. W zaleznosci od
typu otrzymanych prazkow AFLP, rozrézniono homozygoty pod wzgledem rodzica
wypierajacego (RAH979) oraz heterozygoty, a nast¢pnie badanym obiektom przypisano
odpowiednie profile genetyczne. W badanym materiale roslinnym oszacowano procentowy
udzial genomu rodzica wypierajacego. Dla analizowanej populacji, oscylowat on w
granicach 20-78,6%, odpowiednio dla rosliny numer 707 przypadto 78,6% genomu
rodzica wypierajacego, a 20% dla rosliny 684 (tab. 5).
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Tabela 4
Analiza molekularna (selekcja genéw) genéw odpornosci na rdze¢ brunatna (Lr41) i maczniaka
prawdziwego (Pm21) dla populacji mieszancowej [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979]
Molecular analysis (foreground selection) of the leaf rust (Lr41) and powdery mildew (Pm21) resistance
genes for the [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979] population

Selekcja molekularna na obecno$¢ genu odpornosci na Selekcja molekularna na obecnos¢ genu
Nr ro$liny rdz¢ brunatng Lr41 odpornosci na maczniaka prawdziwego Pm21
Plant Molecular selection fort the presence of leaf rust Molecular selection for the presence of powdery
number resistance gene Lr41 mildew resistance gene Pm21
Gdm35 | Barci24 | Gwm261 | Gwm296 NAUfxibao
601 +* + + + +
602 + + ¥
604
607
608
609
614
619
620
627
632
644
658
661
664
668
669
676
684
686
695
698
703
705
707
708
713
716 - -
718 + + + +

+ +

+

L i T T T T T T S s
' e T B S e s it IR TIE R RIS
I i T e A + o+ o

+ o4
n

R I A I T T T T T T o s S S S S S S S S

R A T T i T T T IR T A T T T i i e S S

* - (-), (+) — brak lub obecnos¢ produktow amplifikacji; presence or absence of amplification products

W celu uzyskania drugiego pokolenia populacji mieszancowej [((Lexus x Lr4l) x
(Lexus x Pm21)) x RAH979], po przeprowadzonej selekcji genéw oraz analizie tta
genetycznego, do kolejnego rozmnozenia wybrano 12 roslin. Wyniki oceny molekularne;
i fenotypowej dla wybranych ro$lin potomnych przedstawiono w tabeli 6. Oceniono
zgodnos¢ miedzy ocena selekcji molekularnej a ocena selekcji fenotypowej. Dla czesci
obiektow uzyskano niejednoznaczne wynik. Niektore rosliny wedtug oceny fenotypowej
byly odporne na oba patogeny, natomiast podczas oceny molekularnej, nie wykryto
specyficznych alleli loci mikrosatelitarnych dla locus odpornosci Lr41 i/lub brak
translokacji Pm21.
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Tabela 5

Procentowe oszacowanie udzialu genomu rodzica wypierajacego (% RP) dla populacji [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979]

The percentage of recurrent parent (% RP) for the [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979] population

dd%
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niv
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H wozey
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NR 256 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2010

Wsréd 176 analizowanych osobnikéw drugiego pokolenia populacji mieszancowej
[((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979], 156 obiektow roslinnych nie spetito
kryteriow selekcji molekularnej i dlatego tez, odrzucono je z kolejnego etapu badan.

Wykorzystujac wyniki oceny molekularnej w potaczeniu z wynikami oceny
fenotypowej, do trzeciego rozmnozenia z populacji wybrano 19 roslin odpornych
wykazujacych zgodno$¢ oceny molekularnej i fenotypowe;j (tab. 6).

Tabela 6
Analiza molekularna (selekcja genéw) oraz ocena odpornosci dla F2 populacji mieszancowej [((Lexus x
Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979]
Molecular analysis (foreground selection) and reaction of [((Lexus x Lr41) x (Lexus X Pm21)) x
RAH979] F2 population to leaf rust (Lr41) and powdery mildew (Pm21) resistance

Rosliny F, Selekcja gen6éw i ocena fenotypowa
Plants F, Foreground selection and leaf rust and powdery mildew test
nr rosliny selekcja molekularna na obecnos$¢ genow odpornosci ocena fenotypowa
populacji molecular selection for the presence of the resistance genes resistance test
nr
roéliny F, Lrdl Pm21 maczniak
%RP plant rdza .
plant number in brunatna prawdziwy
number F Gdm35 | Barc124 | Gwm261 | Gwm296 | Gwm210 |NAU/ibao leaf powdery
2 eaf rust .
. mildew
generation
602/664 +* + + + + O** 0]
602/666 + + ¥ - + + (0} (0)
602 53,0 602/676 + + - - + + 0} 0]
602/677 + + + + - + 0} [0)
607 50,0 607/706 + + + + + + (6] (0]
609/611 + + - - - + (0} (0)
609/612 + + + - - + (0} (0)
609/613 + + + - - + 0} 0]
609/615 + + + - - + (0} (0)
609 61,1 609/618 + + + - + (0} (0)
609/620 + + + - - + (0} (0)
609/623 + + + - - + (0} (0)
609/626 + + + + + + (6] (6]
614/715 + + + + + + (0} (0)
614/716 + + + + + + (6] o
614 45,0 614/717 + + + + + + (0} (0)
614/720 + + - - + + o 0)
658/684 + + - - - + 0} 0]
658 474 658/688 + + - - + 0} )

* - (-); (+) — brak lub obecno$¢ produktéw amplifikacji, presence or absence of amplification products
** O - rosliny odporne na podstawie oceny fenotypowej, plant resistant to leaf rust and powdery mildew

Na podstawie oceny molekularnej i fenotypowej drugiego pokolenia populacji
mieszancowej [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979], skonstruowano mape
genetyczng (rys. 1). Utworzono grupy homologiczne w obrebie trzech map genetycznych,
za pomocg ktérych poréwnano kolejnos¢ potozenia markeréw na zbudowanej mapie w
stosunku do map zréodlowych (referencyjnych). Rozmieszczenie markeréw na skonstruo-
wanej mapie dla populacji mieszancowej roznit si¢ nieznacznie z potozeniem markeréw na
dwodch mapach referencyjnymi. Kolejno$¢ polozenia markerow od locus odpornosci
Lr41(X) (0,0cM) na chromosomie 2DS pszenicy dla populacji [((Lexus x Lr41) x (Lexus
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x Pm21)) x RAH979] byla nast¢pujaca: Barci24, Gdm35, Gwm261, Gwm296, Gwm210,
oddalone odpowiednio 0 26,8cM; 29,6cM; 31,3¢cM; 32,5¢M; 33,5¢M od locus odpornosci.

A B C
0,0 ——— Barc124 0,0 ——Lr41(X) e— 0,0 —— Lr41(X)
1,9 Gdm35
5,8 Barc124
7,0 Cfd56
7,9 ——— Gwm210

11,0 Cfd36

18,0 Wmc25

23,51 [~ Gwm296

Gwm210

26,0 26,8 Barc124
29,6 Gdm35
31,3 Gwm261

32,0 ——— Gwm455 325 Gwm296

33,5 ——— Gwm210

Rys. 1. Poréwnanie skonstruowanej mapy genetycznej (B) z mapami referencyjnymi: wg Somers i in.
(2004) (A) i wg Singh in. (2004) (C). A - mapa zbiorcza dla czterech populacji mapujacych: Synthetic /
Opata, RL4452 / AC Domain, Wuhan / Maringa, Superb / BW278; B — F2 [((Lexus x Lr4I) x (Lexus x
Pm21)) x RAH979], C - WGRC10/ TAM 107
Fig. 1. Comparison of elaborated Lr41 genetic map (B) with reference maps by Somers et al. (2004) (A)
and Singh et al. (2004) (C). A - Consensus map which contains four mapping populations: Synthetic /
Opata, RL4452 / AC Domain, Wuhan / Maringa, Superb / BW278; B - F2 [((Lexus x Lr41) x (Lexus x
Pm21)) x RAH979], C - WGRC10/ TAM 107
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W pokoleniu F;3 w ocenie fenotypowej wsrod 312 roslin, rownoczesng odpornosé (na
oba patogeny) stwierdzono u 113 ro$lin (tab. 7).

Tabela 7
Reakcja populacji mieszancowej [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979] na rdz¢ brunatng i
maczniaka prawdziwego po inokulacji izolatami Puccinia recondita {. sp. tritici i Blumeria graminis f. sp.
tritici
Reaction of [((Lexus x Lr4I) x (Lexus x Pm21)) x RAH979] population for leaf rust and powdery mildew
after inoculation with isolates with Puccinia recondita f. sp. tritici and Blumeria graminis f. sp. tritici

Rosliny F; — Plants F; | Nr rosliny populacji F,| Nr ro$liny populacji F5 Ocena fenotypowa — Resistance test
nr ro$liny %RP Plant number in F, Plant number in F; rdza brunatna | maczniak prawdziwy

plant number ° generation generation leaf rust powdery mildew
602/664/1 O** (0)
602/664/2 (¢} (0)
602/664/3 O (0)
602/664/4 (¢} (0)
602/664/5 (0] (0)
602/664/6 (¢} (0)
602/664/7 O (0)
602/664/8 O (0)
602/664/9 (¢} (0)
602/664/10 O (0)
602 55,0 602/664 602/664/11 o 0
602/664/12 (0) (0)
602/664/13 (¢} (0)
602/664/14 (¢} (0)
602/664/15 O (0)

602/664/16 Roslina wypadta — Missing plant
602/664/17 O (0)
602/664/18 (¢} (0)
602/664/19 (¢} (0)
602/664/20 O 0)
609/611/1 (¢} (0)
609/611/2 (0) (0)
609/611/3 (¢} (0)
609/611/4 (0] (0)
609/611/5 O (0)
609/611/6 (¢} (0)
609/611/7 O (0)
609/611/8 (¢} (0)
609/611/9 (0) (0)
609/611/10 (¢} (0)
609 61.1 609/611 609/611/11 (¢} (0)
’ 609/611/12 (0) 0
609/611/13 (¢} (0)
609/611/14 (0) (0)
609/611/15 (¢} (0)
609/611/16 (6] o
609/611/17 O (0)
609/611/18 (¢} (0)
609/611/19 O (0)
609/611/20 O [0)
609/613/1 (0) (0)
609/613 609/613/2 O [0)
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c.d. Tabela 7
Rosliny F;— Plants F; | Nr rosliny populacji F, Nr ro$liny populacji F3 Ocena fenotypowa — Resistance test
nr rosliny %RP Plant number in F, Plant number in F; rdza brunatna | maczniak prawdziwy
plant number ° generation generation leaf rust powdery mildew
609/613/3 (6} (0)
609/613/4 (0)
609/613/5 O (0)
609/613/6 (¢} (0)
609/613/7 (0) (0)
609/613/8 (6} (0)
609/613/9 (0) (0)
609/613/10 (0) (0)
609/613/11 (¢} (0)
609/613 609/613/12 (¢} (0)
609/613/13 (6} (0)
609/613/14 (¢} (0)
609/613/15 (0) (0)
609/613/16 (¢} (0)
609/613/17 (0) (0)
609/613/18 (6} (0)
609/613/19 (¢} (0)
609/613/20 O [0)
609/615/1 Rosélina wypadta — Missing plant
609/615/2 Roslina wypadta — Missing plant
609/615/3 (0) (0}
609/615/4 () 0}
609/615/5 Roslina wypadta — Missing plant
609/615/6 () 0}
609/615/7 (0) (0}
609 61,1 609/615/8 (0) (0}
609/615/9 (0) (0}
609/615 609/615/10 Roslina wypadta — Missing plant
609/615/11 (0) 0}
609/615/12 Roslina wypadta — Missing plant
609/615/13 Rosélina wypadta — Missing plant
609/615/14 Roslina wypadta — Missing plant
609/615/15 (0) (0}
609/615/16 (0) 0}
609/615/17 Roslina wypadta — Missing plant
609/615/18 [0) [0}
609/618/1 (0] (o)
609/618/2 (0) (0}
609/618/3 () 0}
609/618/4 (0) (0}
609/618/5 () 0}
609/618/6 (0) (0}
609/618/7 (0) (0}
609/618 609/618/8 (0) (0}
609/618/9 (0) (0}
609/618/10 (0) 0}
609/618/11 (0) (0}
609/618/12 (0) (0}
609/618/13 (0] (0}
609/618/14 ) 0}
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c. d. Tabela 7

Rosliny F;—Plants F;

nr rosliny o,RP
plant number

Nr rosliny populacji F,
plant number in F,
generation

Nr rosliny populacji F5
plant number in F5
generation

Ocena fenotypowa — Resistance test

rdza brunatna | maczniak prawdziwy
leaf rust powdery mildew

609 61,1

609/618

609/618/15
609/618/16
609/618/17
609/618/18
609/618/19
609/618/20

(6}

609/626

609/626/1
609/626/2
609/626/3
609/626/4
609/626/5
609/626/6
609/626/7
609/626/8
609/626/9
609/626/10
609/626/11
609/626/12
609/626/13
609/626/14
609/626/15

CQOOQO0OOOOO0
CQOOQO0OOOOO0OO0

Roslina wypadta — Missing plant
(0)

(0)

(0)

Roslina wypadta — Missing plant

(6} (0)

Roslina wypadta — Missing plant
(6} (0)

[cNeoNe]

Roslina wypadta — Missing plant
Roslina wypadta — Missing plant

614 45,0

614/720

614/720/1
614/720/2
614/720/3
614/720/4
614/720/5
614/720/6
614/720/7
614/720/8
614/720/9
614/720/10
614/720/11
614/720/12
614/720/13
614/720/14

o|Oo

[clolojoloNoNeloNoRooloNo]
ool oNoNeoNoloNoRohohoNoNol(e)

** O - ro$liny odporne na podstawie oceny fenotypowej; plant resistant to leaf rust and powdery mildew

Analizie molekularnej poddano 93 ro§liny z wybranych 113, z czego 20 roslin wypadto
z powodu wyginigcia. Na podstawie uzyskanych wynikéw oceny fenotypowej i
molekularnej skonstruowano mape genetyczng (rys. 2). W obrebie czterech map stworzono
grupy homologiczne, za pomocg ktorych porownano utozenie markeréw na zbudowane;j
mapie w stosunku do trzech map referencyjnych, jak rowniez pomigdzy samymi mapami
zrodtowymi. Kolejnos¢ markerow na chromosomie dla populacji [((Lexus X Lr4l) x
(Lexus x Pm21)) x RAH979], w porownaniu do trzech map referencyjnych znacznie si¢
roznita. Uktad markeréw na skonstruowanej mapie genetycznej dla populacji [((Lexus x
Lr41) x (Lexus X Pm21)) x RAH979] oraz ocena fitopatologiczna byly najwazniejszym
kryterium, jakim kierowano si¢ przy selekcji materiatu ro§linnego.
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A B C
0,0 —— Barc124 e—e (0,0 ——— Barc124 0,0—
2,0 Lr41(X) 1,9
5,8
7,0 Cfd56
7,9 —<
11,0 Cfd36
12,6 Gdm35
18,0 Wme25 19,0 ~_|- Gwm296
19,4 T ™~ Gwm261
23,0 ~ 1~ Gwm261
23,5 T~ Gwm296
26,0 Gwm210
32,0 ——— Gwm455
33,2 ——— Gwm210

D
Lr41(X) e—e0,0 Lr41(X)
, Barc124

Gdm35 1,5 Gwm21C

2,8 Gdm35

4.1 Cfd36
Barc124
Gwm210

Rys. 2. Poréwnanie skonstruowanej mapy genetycznej (B) z mapami referencyjnymi: wg Somers i in.
(2004) (A), wg Singh i in. (2004) (C) oraz wg Sun i in. (2009) (D). A - mapa zbiorcza czterech populacji
mapujacych: Synthetic / Opata, RL4452 / AC Domain, Wuhan / Maringa, Superb / BW278; B — F3
[((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979], C - WGRC10/ TAM 107, D — KS93U62 x

0K92G205/206

Fig. 2. Comparison of the elaborated Lr41 genetic map (B) with two reference maps obtained from
Somers et al. (2004) (A), Singh et al. (2004) (C) and Sun et al. (2009) (D). A - consensus map which
contains four mapping populations: Synthetic / Opata, RL4452 / AC Domain, Wuhan / Maringa,
Superb / BW278; B — F3 [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979], C - WGRC10/ TAM 107

Kolejno$¢ markeréw wraz z locus odpornosci Lr41 zlokalizowanych na chromosomie
2DS dla analizowanej populacji byta nastgpujaca: Barc124 (0,0cM), Lr41(X) (2,0cM),
Gdm35, (12,6cM), Gwm296 (19,0cM), Gwm261 (19,4cM), Gwm210 (33,2cM). Kazda z
roslin wyznaczonych do dalszego etapu prac hodowanych musiala posiada¢ nastgpujacy
uktad markerowy: Barci24 (0,0cM), Gdm35 (12,6cM), NAU/xibao. Przeprowadzona
selekcja molekularna wykazata, ze sposrod 93 zanalizowanych obiektow roslinnych
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populacji [((Lexus x Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979], do kolejnego rozmnozenia
wybrano 23 homozygotycznych linii pod wzgledem odporno$ci na oba patogeny (tab.8).

Tabela 8
Analiza molekularna (selekcja genéw) oraz ocena odpornosci dla F3 populacji mieszancowej [((Lexus x
Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979]
Molecular analysis (foreground selection) and resistance of [((Lexus x Lr41) x (Lexus X Pm21)) x
RAH979] F3 population to leaf rust (Lr41) and powdery mildew (Pm21)

Rosliny F, Selekcja genow i ocena fenotypowa
Plants F; Nr rosliny Foreground selection and leaf rust and powdery mildew test
populacji | nr rodliny selekcja molekularna na obecnos¢ genéw odpornosci ocena fenotypowa
or F, populacji |molecular selection for the presence of the resistance genes resistance test
roéliny plant Fs Lrel Pm21 mgaczniak
plant %RP [numberin| plant _ rdza prawdziwy
number Fo | mumberinp 124| Gam3s|Gwm296|Gwm261|Gwm210\NAU ibao| P32 | powder
generation F; leaf rust | POV oY
. mildew
generation
602/664/2  +* + -k - + + O** (0)
602/664/4 + + - - - + (¢} (¢}
602/664/5 + + - - + + O O
602 55 602/664 602/664/8 + + - - + + (¢} (¢}
602/664/13 + + - - - + (¢} O
602/664/19  + + - - + + (¢} O
602/664/20  + + - - + + ¢} O
609/613/3 + + - - - + (¢} O
609/613/9 + + - - - + (¢} O
609/613/15 + + - - - + O O
609/613 609/613/16  + + - - - + (¢} O
609/613/17  + + - - - + (¢} (¢}
609/613/18  + + - - + + 6] O
609/615  609/615/3 + + - - + + ¢} O
609 61,1 609/618/3 + + - - + (¢} O
609/618/4 + + - - + (¢} (¢}
609/618  609/618/6 + + - - + + (¢} O
609/618/16  + + - - + + (¢} O
609/618/20  + + + + + + [0) O
609/626/2 + + - - - + (¢} O
609/626 609/626/12  + + + + + + (¢} O
609/626/15 + + + + + + (6] [0)
614 45 614/720  614/720/1 + + + + + + [6) (6]

* - (-); (+) — brak lub obecno$¢ produktow amplifikacji; presence or absence of amplification products
** O - rodliny odporne na podstawie oceny fenotypowej; plant resistant to leaf rust and powdery mildew

DYSKUSJA

Wzbogacanie pul genowych pszenicy prowadzone na drodze krzyzowan jest zabiegiem
hodowlanym, dzieki ktéremu dochodzi do potaczenia efektywnych genoéw odpornosci na
szerokie spektrum ras jednego lub kilku patogenéw (Liu i in., 2000; Chetkowski i in.,
2005b). Kumulacja réznych kombinacji genéw warunkujacych odporno$¢ na wazne z
punktu widzenia rolniczego choroby, w tym rowniez genéw o charakterze ilosciowym, jest
obecnie metoda powszechnie stosowana w programach hodowlanych na caltym $wiecie.
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Istnieje wiele przyktadow wprowadzania efektywnych genow odpornosci do jednego
genotypu. Przyktadem sg prace prowadzone przez zespoét Liu (Liu i in., 2000), ktorzy
wprowadzili dwa geny odporno$ci na maczniaka prawdziwego w kombinacjach: Pm4a +
Pm21 oraz Pm2 + Pm21 do chinskiej odmiany pszenicy Yangl58. Jednak brak jest
doniesien literaturowych dotyczacych wprowadzenia kombinacji Lr41 + Pm21, czego
podjeto si¢ w pracach prowadzonych w Pracowni Genetyki Stosowanej Instytutu Hodowli
1 Aklimatyzacji Roslin —PIB w Radzikowie.

Wybdér pozadanych genotypow przy uzyciu technik molekularnych, jest
nieporownywalnie szybsza i w wigkszosci przypadkow skuteczniejsza metoda selekcji
materiatu ro§linnego. Dlatego tez, w celu selekcji korzystnych genotypow pod wzgledem
obecnosci genu(6éw) odpornosci na rdzg brunatng i maczniaka prawdziwego, po kazdym
wykonanym krzyzowaniu przeprowadzono analiz¢ molekularng. W poczatkowym etapie
badan do selekcji materiatu ro§linnego pod katem obecnosci genu Lr41 wykorzystano trzy
markery mikrosatelitarne SSR, sprzezone z genem Lr41: Gdm35, Barcl24 oraz Gwm210.
W przeciwienstwie do wynikow uzyskanych przez Singha i zesp6t (Singh i in., 2004) oraz
Sun i zespot (Sun i in., 2009), markery te, nie potwierdzity w petni swojego praktycznego
zastosowania podczas selekcji materiatu roslinnego pod wzgledem obecnosci genu Lr41.
Interpretacja otrzymanych obrazoéw elektroforetycznych, czyli produktéw reakcji PCR,
przy uzyciu wspominanych markerow SSR, byla niekiedy trudna i problematyczna.
Dlatego tez, aby selekcja materiatu roslinnego byla bardziej rzetelna i dokladniejsza,
zdecydowano si¢ na zastosowanie dodatkowych markeréw mikrosatelitarnych. W tym celu
postuzono si¢ mapa referencyjng wg Somers i zespo6t (Somers i in., 2004). Wybrano dwa
polimorficzne markery SSR: Gwm261 oraz Gwm296, zlokalizowane na krotkim ramieniu
chromosomu 2DS, ktéore wg Somers potozone sg najblizej literaturowych mikrosatelit.
Nadal istnieja pewne niejasnosci dotyczace prawidlowego doboru markerdéw
molekularnych do selekcji genu Lr41. Singh z zespotem (Singh 1 in., 2004) uwazaja, ze do
selekcji materiatu roslinnego, wystarczy wykorzysta¢ tylko marker Gdm35, najbardziej
sprzezony z locus odpornosci (1,9cM od locus Lr4l1). Z tego tez wzgledu, na przetomie
ostatnich dwoch lat, selekcja pszenic pod wzgledem obecnosci genu Lr41, prowadzana w
amerykanskich programach hodowlanych opierata si¢ tylko na wspomnianym markerze.
Okazato si¢ jednak, ze nie jest on na tyle wiarygodnym i uniwersalnym, aby mozna go byto
wykorzystywaé na szerokg skale w selekcji wspomaganej markerami (MAS) (Sun i in.,
2009). Natomiast z wynikow otrzymanych przez Sun i zesp6l (Sun i in., 2009) mozna
wywnioskowa¢, ze do selekcji genu Lr41, nalezy postuzy¢ si¢ czterema markerami:
Barci24, Gwm210, Gdm35 oraz Cfd36. Jednak autorzy tych badan wyraznie podkre$laja,
ze prawidtowy dobdér markerow do selekcji materialu ros§linnego powinien by¢
poprzedzony bardzo doktadna analizg zrédta pochodzenia odpornosci (dawcy odpornosci).
Sugerujg oni, ze selekcja materiatu roslinnego moze by¢ oparta tylko na podstawie jednego
markera Gdm35 tylko wtedy, kiedy dawca odpornosci na rdz¢ brunatng jest amerykanska
odmiana Thunderbolt (zrédto pochodzenia: Abilene/KS90OWGRC10). Innym przyktadem
prawidtowego wykorzystania markerow podczas selekcji genu Lr41 jest zestaw Barcl24
oraz Gdm35, gdy zroédto odpornosci pochodzi z linii KS93U62 (zrédto pochodzenia:
Century*3/TA2460) (Sun i in., 2009). Wspomniane przyklady $wiadcza o trudnosciach i
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problemach, jakie czgsto wystepuja podczas selekcji materiatu roslinnego pod wzgladem
obecnosci genu Lr41. Dla selekcji wspomaganej markerami (prowadzonej na szeroka
skale) stanowi to bardzo powazny problem, bowiem MAS powinna opiera¢ si¢ o markery,
ktore bez wzgledu na zrédto pochodzenia, sa powtarzalne oraz generujg tatwe do
interpretacji wyniki.

W selekcji genotypow pod wzgledem obecnosci genu odpornosci Pm21, po kazdym
wykonanym krzyzowaniu postuzono si¢, w zalezno$ci od etapu przeprowadzonych badan,
trzema markerami molekularnymi: SCAR 250, SCAR 1490 oraz NAU/Xibao. W poczatkowe]
fazie selekcja materialu roslinnego oparta byta na markerach SCAR;250 oraz SCAR j400.
Otrzymane rozmiary produktow reakcji PCR w peini pokryly si¢ z polimorfizmem DNA
otrzymanym przez Liu i zesp6t (Liu i in., 1999). W dalszej fazie badan do selekcji Pm21
wykorzystano nowy marker NAU/Xibao. Uzyskane wyniki, rowniez potwierdzily si¢ z
pracg Cao i zespot (Cao i in., 2006). Wszystkie wspomniane trzy markery generowaty
powtarzalne, tatwe do interpretacji wyniki, i w pelni potwierdzity swoje praktyczne
zastosowanie podczas selekcji wspomaganej markerami. Innym przyktadem
wykorzystania markerow do wykrycia genu Pm2l w selekcjonowanym materiale
roslinnym sg prace Liu z zespotem (Liu i in., 2000), ktérzy uzyli marker RFLP o nazwie
Psri13. Jednak ograniczeniem tego systemu markerowego do wykorzystania w selekcji
materiatu roslinnego na szeroka skalg jest wysoki koszt analizy oraz dtugotrwata procedura
(Tanskley i in., 1989). Dlatego tez, czynniki te eliminuja markery RFLP w selekcji
wspomaganej markerami.

W niniejszej pracy przeprowadzono jedno krzyzowanie z linia RAH979. Zastosowanie
tego modelu krzyzowania miato na celu wykorzystanie linii o wysokiej wartosci
gospodarczej i wprowadzeniu korzystnych innych cech do analizowanej populacji
mieszancowej. Gtowng ideg tego rodzaju krzyzowania byto oszacowania za pomocg
markeréw molekularnych, zawarto$ci genomu biorcy (ang. Recipient Genome Content —
RGC), a nastgpnie wybor do kolejnych krzyzowan osobnikéw zawierajacych najwicksza
liczbg alleli rodzica wypierajacego. Selekcja tta genetycznego kontrolowana przez markery
molekularne przyczynia si¢ w sposob znaczacy do przyspieszenia powrotu do rodzica
wypierajacego. Na podstawie doniesien literaturowych wykazano, ze do kontroli tla
genetycznego potrzeba od 2 do 4 polimorficznych markeréw (Hospital i in., 1992; Serwin
i Hospital, 2002). W tym celu najczesciej wykorzystuje si¢ markery SSR oraz AFLP. Przy
zastosowaniu dwoch markeréw optymalnie oddalonych od telomeru, odpowiednio 18,6
oraz 27,5cM, na chromosomie o dlugosci 100cM, zawartos¢ genomu rodzica
wypierajacego, szacowana po pierwszym krzyzowaniu wstecznym, jest rzedu 93,4%. W
przypadku metod konwencjonalnych warto$¢ ta jest znacznie nizsza i wynosi 75%. Przy
kontroli tta genetycznego za pomoca trzech markeréw, oddalonych od telomeru o 8,4cM i
18,3cM, uwaza si¢, ze zawarto$¢ genomu szacowana po pierwszym Kkrzyzowaniu
wypierajagcym, wynosi 97,1%. Podczas gdy, dla klasycznych metod, wartos¢ ta wynosi
87,7%, w przypadku zastosowania czterech markerow oddalonych od telomeru
odpowiednio o 4,5cM 1 13,6cM, warto$§¢ genomu rodzica wypierajacego, rowniez
szacowana po pierwszym krzyzowaniu wstecznym, wynosi 98,5%. Natomiast dla
tradycyjnej hodowli, nie wspomaganej markerami molekularnymi, warto$¢ ta wynosi
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93,3% (Ribaut i Hoisington, 1998; Serwin i Hospital, 2002). Dlatego tez, w obecnych
badaniach podj¢to probe, procentowego oszacowania genomu rodzica wypierajacego w
pierwszym pokoleniu mieszancowym za pomoca pieciu polimorficznych kombinacji
markeréw AFLP, losowo rozproszonych po calym genomie pszenicy. Uzyskane wyniki
ksztaltowaly si¢ dla populacji mieszancowej [((Lexus X Lr41) x (Lexus x Pm21)) %
RAH979] w przedziale 78,6%—-20,0% podobienstwa genetycznego. Uzyskane szacunkowe
wartosci nie w pelni pokryly si¢ z wynikami otrzymanymi przez Chen i zesp6t (Chen i in.,
2001), ktérzy do selekcji tta genetycznego wykorzystali dziesig¢ par markeréw AFLP.
Zawartos¢ genomu rodzica wypierajacego szacowali oni po pierwszym, drugim oraz
trzecim krzyzowaniu wypierajacym. W badaniach tych dla populacji mieszancowej FiBC,
udziat genomu rodzica wypierajacego wynosit 92,25%, dla F;BC,— 97,67%, a dla F1BC3
— 98,8% podobienstwa genetycznego (Chen i in.,, 2001). Gupta z zespotem
(http://ses.library.usyd.edu.au/bitstream) selekcje tta genetycznego przeprowadzili dopiero
po trzecim krzyzowaniu wstecznym. Do tego celu wykorzystali 35 markerow SSR oraz 12
kombinacji markerow AFLP. Uzyskane wyniki pozwolily na oszacowanie podobienstwa
genetycznego,  ktore  ksztaltowalo si¢ w  przedziale od  94,3%97%
(http://ses.library.usyd.edu.au/bitstream). Rdznice wynikajgce z szacunkowych pomiarow
podobienstwa genetycznego, przeprowadzonych dla populacji mieszancowej [((Lexus X
Lr41) x (Lexus x Pm21)) x RAH979] moga wynikac z roznych sposobow okreslania tej
wartosci, czgsto w publikacjach nie wyjasnionych ani nie opisanych, jak réwniez z réznej
liczby markeréw molekularnych wykorzystanych do selekcji tla genetycznego.

W niniejszej pracy przeprowadzono rowniez ocen¢ reakcji materiatu ros§linnego na
populacje P. recondita f. sp. tritici 1 B. graminis f. sp. tritici. Do tego celu uzyto
jednozarodnikowych izolatow, wirulentnych w stosunku do odmian wypierajacych,
natomiast awirulentnych do linii odpowiednio z genem Lr41 i Pm21. Wyniki testow
fitopatologicznych w potaczeniu z oceng molekularng byly czynnikami, decydujacymi o
wyborze korzystnych genotypow. Dla populacji mieszancowej wyniki testu
patogeniczno$ci nie pokryly sie we wszystkich przypadkach z ocena molekularng.
Wyodrebniono obiekty, ktore wedtug oceny fenotypowej byly odporne na izolaty rdzy
brunatnej, a wedtug oceny molekularnej byly podatne i nieamplifikowaly w reakcji PCR
produktéw w oczekiwanej wielkosci (par zasad) dla locus odpornosci Lr4l. Fakt ten
potwierdza opinig, iz selekcja genu Lr4l za pomocg samych markeréw molekularnych
moze by¢ niewystarczajaca i nawet w niektorych przypadkach niestety bledna. Dlatego
przeprowadzenie testu fitopatologicznego jest wciaz niezbgdnym kryterium selekcji
materiatu ro§linnego w programach hodowlanych. Dodatkowym utrudnieniem jest fakt, ze
selekcja korzystnych obiektow za pomoca wspomnianych markerow molekularnych, w
tym samym programie hodowlanym, powinna zawsze by¢ przeprowadzana o te same
wielko$ci produktow amplifikacji (par zasad). W przeciwnym razie, mozna prowadzi¢
selekcje materiatu hodowlanego btednie i wybiera¢ materiat ro§linny pod wzgledem innych
cech uzytkowych.

W trakcie piramidowania genéw Lr4l/ i Pm2] w jednym genotypie pszenicy dla
populacji mieszancowej sporzadzono (F, oraz F3) mapy molekularne. Porownujac utozenie
markerow w obrebie populacji mieszancowej, stwierdzono, ze lokalizacja markeréw
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sprz¢zonych z locus odpornosci Lr41 jest zmienna. Poniewaz, zaobserwowano na mapach
réznice wynikajagce z lokalizacji poszczegélnych markerow wzgledem locus Lr4l,
otrzymane wyniki poréwnano z wynikami uzyskanymi przez Singha i zespot (Singh i in.,
2004) oraz Sun i zespo6t (Sun i in., 2009). Na otrzymanej przez Singha i zespot mapie
kolejnos¢ markerow wzgledem locus odpornosci byla nastepujaca: Gdm35, Barcl24,
Gwm210 (Singh i in., 2004). Na mapie zbudowanej przez Sun z zespotem (Sun i in., 2009)
kolejnos¢ markerow wzgledem genu Lr4 1 byta zachowana wedtug nastepujacej kolejnosci:
Barci24, Gwm210, Gdm35, Cfd36. Kolejnos¢ markeréw wzgledem siebie na mapach
genetycznych znacznie si¢ rdznita co byto potwierdzeniem innych badan (Sun i in., 2009).
Ponadto wg mapy referencyjnej na chromosomie 2DS, nie ma markera Gdm35 (Somers i
in., 2004). Dlatego po przeanalizowaniu wynikow uzyskanych dla populacji mieszancowe;j
pokolenia F3 zdecydowano ze, kryteria selekcji materiatu roslinnego beda niezalezne i ze
populacja ta bedzie traktowana oddzielnie. Gtéwnymi czynnikami decydujacymi o selekcji
materiatu roslinnego w F3 byly wyniki oceny fenotypowej oraz kolejnos¢ markerow
molekularnych na chromosomie wzgledem genu odpornosci Lr41. Zaistniale roznice w
lokalizacji markeréw na poszczeg6élnych mapach genetycznych, mozna ttumaczy¢ faktem
tym, iz populacje mapujace miaty rézne tto genetyczne oraz rozna byta ich liczebnos¢, co
miato znaczgcy wplyw na skonstruowane tychze map.

Wprowadzenie dwoch gendow Lr4l i Pm2l1, z ktorych Lr41 warunkuje odpornosc
pszenicy na rdze brunatng powodowang przez P. recondita a Pm2l na maczniaka
prawdziwego powodowanego przez B. graminis potwierdzito fakt, ze techniki molekularne
mogg znacznie skroci¢ proces hodowli odmian. Jednak nie moga w peini zastapi¢ metod
tradycyjnych, polegajacych na opisie fenotypowym podatnosci lub odpornosci badanego
materiatu roslinnego na zakazenie okreslonym patogenem. Metody molekularne skracaja
réwniez proces tworzenia linii homozygotycznych pod wzglgdem obecnosci okreslonego
genu, co uzyskano w przypadku genow Lr41 i Pm21. Linie te sa cennym materiatem
wyjsciowym do dalszych programéw hodowlanych i badan czysto naukowych.

WNIOSKI

1. Selekcja genu Lr41 za pomoca trzech markerow mikrosatelitarnych: Gdm35, Barc124,
Gwm210 moze by¢ niewystarczajaca i trudna w interpretacji, dlatego tez, selekcja genu
Lr41 powinna by¢ oparta o dodatkowe SSR tj.: Gwm261, Gwm296.

2. Markery molekularne: SCAR; 250, SCAR400 oraz NAU/xibao, wykorzystywane w
selekcji materiatu ros§linnego pod wzgledem obecnosci genu Pm2l generuja
powtarzalne i tatwe w interpretacji wyniki, co §wiadczy o ich uniwersalno$ci dla MAS.

3. Zamiana dwoch markerow SCAR (SCAR; 250, SCAR1400) na jeden marker NAU/xibao
nie wplywa negatywnie na selekcje materiatu roslinnego pod wzglgdem obecnos$ci
genu Pm21.

4. Selekcja tla genetycznego za pomocg markerow AFLP pozwala oszacowac procentowy
udzial genomu rodzica wypierajacego i dlatego tez, sa one skutecznym narzedziem
molekularnym wykorzystywanym w celu oszacowania podobienstwa genetycznego.
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5. Przeprowadzenie testu fitopatologicznego w programie hodowlanym jest niezbedng
czescig doswiadczalng podczas selekcji wspomaganej markerami molekularnymi.
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