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Zastosowanie selekcji wspomaganej markerami
molekularnymi do wprowadzenia genu Lr50
odpornosci na rdz¢ brunatng
(Puccinia recondita f. sp. tritici) do pszenicy

The use of marker-assisted selection for introduction of leaf rust resistance gene
Lr50 (Puccinia recondita f. sp. tritici) to wheat

Do odmiany pszenicy Flair wprowadzano gen odpornosci Lr50 na rdze¢ brunatng przy
wykorzystaniu selekcji wspomaganej markerami molekularnymi. Wspomniany gen odpornosci
wprowadzano na drodze dwukrotnego krzyzowania wstecznego. Dwa markery mikrosatelitarne
gwm382 igdm87 flankujace gen Lr50 pozwolity na wybdr obiektow zawierajacych ten gen
w kolejnych populacjach potomnych. Dodatkowo wérdd obiektow pokolenia F1BCi1 przeprowadzono
analize¢ zawarto$ci genomu rodzica wypierajacego. W tym celu wykorzystano zestaw 21 markeréw
mikrosatelitarnych (po jednym dla kazdego chromosomu) zlokalizowanych w poblizu centromeru
danego chromosomu. Niestety, z powodu braku polimorfizm DNA lub nie wystgpowania produktow
reakcji PCR, uzyskana na ten temat informacja byla bardzo ograniczona. Niemniej jednak, selekcja
wspomagana markerami molekularnymi pozwolita na wybor linii zawierajacych gen Lr50, ktore
wlaczono do programu wytwarzania materiatdow wyjsciowych do hodowli nowych odmian pszenicy
odpornych na rdz¢ brunatna.

Stowa kluczowe: odpornos¢, pszenica, rdza brunatna, selekcja wspomagana markerami

The leaf rust resistance gene Lr50 was introduced to the wheat variety Flair using marker-assisted
selection strategy. Two backcrosses to the recurrent parent were performed. Two microsatellites
gwm382 and gdm87 flanking gene Lr50 were used to select individuals with the resistance gene in
offspring populations. In addition, recipient genome content was evaluated on F1BC1 population using
a set of 21 microsatellite markers. Therefore, in the centromer region of each chromosome one marker
was located. Unfortunately, due to the lack of DNA polymorphism or absence of expected PCR
products, the information obtained was limited. Nevertheless, the marker-assisted selection strategy
allowed to select lines carrying gene Lr50. The lines were transferred to the wheat breeding program
focused on the resistance to leaf rust.
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WSTEP

Rdza brunatna pszenicy powodowana przez grzyba P. recondita f. sp. tritici jest
jedna z najwazniejszych chorob lisci pszenicy o duzym znaczeniu ekonomicznym na
$wiecie. Rokrocznie notuje si¢ straty w plonach si¢gajace 10%, a w latach szczegolnie
sprzyjajacych rozwojowi choroby obnizka plonu wynosita nawet 30% (Roelfs i in.,
1992). W gtéwnej mierze decydujag o tym wilasciwosci patogena: specjalizacja
pasozytnictwa, wysoka wirulencja, zmienno$¢ genetyczna w populacji jak rowniez
mata liczba odmian odpornych. W Polsce rdza brunatna obserwowana jest na pszenicy
corocznie w ré6znym nasileniu w zalezno$ci od warunkéw pogodowych.

W literaturze opisano ponad 50 genow warunkujacych odporno$¢ pszenicy na
porazenie przez Puccinia recondita f. sp. tritici (Helguera i in., 2000; Huang i Gill,
2001; Knott, 1989; Mclintosh iin., 1995; Raupp iin., 2001; Saini iin., 2002).
W przeprowadzonych badaniach nad obecno$cig gendw odpornosci na rdz¢ brunatng
W odmianach europejskich (w tym rowniez polskich) stwierdzono wystepowanie
nastepujacych genow: Lrl, Lr3a, Lr3ka, Lr10, Lr13, Lrlda, Lr17b, Lr20, Lr26 i Lr37
(Winzeler i in., 2000; Singh i in., 2001). Niestety, stwierdzono jedynie cze$ciowg ich
efektywno$¢ lub w niektoérych przypadkach jej catkowity brak w stosunku do
wystepujacego spektrum wirulencji patogena. Do ostatnio opisanych nowych
efektywnych genow odporno$ci na rdze brunatng w pszenicy nalezy gen Lr50, ktory
zostat przeniesiony z Triticum timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.) van Slageran
do pszenicy heksaploidalnej T. aestivum (Brown-Guedira iin., 1997) i zostat
zlokalizowany na chromosomie 2B (Brown-Guedira i in., 2003). Mimo odnotowania
izolatow rdzy brunatnej w Ameryce Poéinocnej wirulentnych odnosnie genu Lr50,
wydaje si¢ ze w warunkach europejskich ten gen przyczyni si¢ wydatnie do
zwickszenia zdrowotnos$ci upraw pszenicy.

Postgpy w biologii molekularnej ostatniego dziesigciolecia zaowocowaty rowniez
lepszym poznaniem genomu pszenicy ijej gatunkéw pokrewnych. Zastosowanie
markeréw molekularnych pozwolito na stworzenie doktadnych map genetycznych dla
poszczeg6lnych chromosomow, w ktorych rowniez uwzgledniono takie cechy jak
odpornos$¢ na rdzg¢ brunatng (Mclntosh i in., 1998; Langridge iin., 2001). Powstata
mozliwo$¢ manipulacji genetycznej w oparciu o markery molekularne okreslonymi
regionami genomu odpowiedzialnymi za ekspresje pozadanej cechy (odpornosci).
W ten sposob zdefiniowana metoda zostata okreslona mianem selekcji wspomagane;j
markerami (ang. marker-assisted selection, MAS) (Ribaut i Hoisington, 1998).
Najczesciej wykorzystuje sie pojedyncze markery molekularne do okreslenia obecnosci
lub braku specyficznego allela, ktdry w przeciwnym razie musialby by¢
zidentyfikowany fenotypowo. Tego typu procedura zostala nazwana cze$ciowa
selekcja wspomagang markerami (ang. partial MAS) w odr6znieniu od petnej MAS
(ang. full MAS), ktoéra zaktada zastosowanie dodatkowo wigkszej liczby markerow do
charakterystyki calego genomu ros§linnego. Poniewaz pelny MAS pozwala na selekcje
oparta o wiedze bezpo$rednig o genomie indywidualnych roslin, mozna znaczgco
podnies¢ skale korzysci hodowlanych. Ribaut i Hosington (1998) szacuja, ze catkowita
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konwersja linii pod wzgledem pojedynczej cechy monogenicznej mozna osiagnaé po
trzech krzyzowaniach wypierajacych uzywajagc metody MAS, podczas gdy
konwencjonalne metody hodowli wymagajg przynajmniej szeSciu krzyzowan
wypierajacych dla osiggnigcia tego samego celu. W niniejszej pracy przedstawiono
probe zastosowania markerow molekularnych przy wprowadzeniu genu Lr50
odpornosci na rdze brunatng do odmiany pszenicy ozimej Flair, dobrze adaptowanej do
polskich warunkéw klimatyczno-glebowych.

MATERIAL I METODY

W celu wprowadzenia genu Lr50 do pozadanej odmiany skrzyzowano lini¢
KS96WGRC36 (dawca genu odpornosci Lr50) z odmiang pszenicy jarej Flair. Rosliny
pokolenia F; krzyzowano wstecznie z odmiang Flair i otrzymane pokolenie FiBC:
W liczbie 56 osobnikow poddano analizie molekularnej na obecno$¢ genu Lr50 jak
i zawarto$§ci genomu rodzica wypierajagcego w potomstwie. Do ponownego
krzyzowania z populacji F:BC: wybrano 5 osobnikéw charakteryzujacych sig¢
najwieksza liczbg badanych loci w stanie homozygotycznym rodzica wypierajgcego
i zawierajagcych gen Lr50. W wyniku drugiego krzyzowania wypierajacego uzyskano
populacje F1BC;, w liczbie 70 osobnikow, ktora badano tylko na obecnos¢ genu Lr50.

W celu izolacji DNA dla kazdego obiektu pobrano ok. 200 mg mtodej tkanki
roslinnej, ktérg homogenizowano w probowce 2 ml uzupekionej buforem lizujagcym
AP1 zestawu DNeasy Plant Mini zgodnie z zaleceniami producenta (Qiagen Inc.,
27220 Turnberry Lane, Valencia, CA 91355, USA). Do homogenizacji probek
roslinnych wykorzystano miynek miksujagcy MM301 (Retsch, Verder, Katowice,
Polska) przy ustawieniu czestotliwo$ci wytrzasania 30/sek. w dwoch cyklach
pieciominutowych (jednoczesnie mozna byto homogenizowaé 48 probek). Po etapie
homogenizacji izolacja DNA przebiegata zgodnie z procedura zataczong do zestawu
DNeasy Plant Mini (Qiagen). St¢zenie DNA otrzymanych preparatdw oznaczono
spektrofotometrycznie przy uzyciu aparatu Genesys 10 (ThermoSpectronic, Rochester,
NY 14625, USA).

W celu okreslenia wystepowania genu Lr50, wykorzystano dwa flankujace loci
mikrosatelitarne (SSR, ang. Simple Sequence Repeats) Xgwm382 (allel 139 pz — par
zasad) i Xgdm87 (allel 110 pz) (Roder iin., 1998; Pestsova i in., 2000) oddalone
odpowiednio 06,7 cM i9,4 cM od locus odpornosci (Brown-Guedira i in., 2003).
Natomiast, aby wstepnie okre§lic zawarto$¢ genomu rodzica wypierajacego
w potomstwie, testowano loci mikrosatelitarne zlokalizowane w poblizu centromeréw
21 chromosom&w pszenicy (tab. 1) (Roder i in., 1998; Pestsova i in., 2000). Niektore
zestawy starterdw reakcji PCR dla wybranych loci mikrosatelitarnych amplifikowaty
w reakcji PCR dodatkowe 11 loci (tab. 1), ktore rowniez wtaczono do ogdlnej oceny.
Lacznie analizowano 32 loci mikrosatelitarne. Wszystkie startery reakcji PCR zostaty
dostarczone przez Sigma-Genosys Ltd. (London Road, Pampisford, Cambridge, CB2
4EF, W. Brytania). W kazdej parze starterow amplifikujgcych loci mikrosatelitarne,
jeden ze starterow zostal wyznakowany na koncu 5’ barwnikiem fluorescencyjnym
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(jednym z trzech: 6-FAM, HEX lub TET). Wspomniane mikrosatelity amplifikowano
wreakcji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) przy zastosowaniu
niskoprofilowanych cienkos$ciennych probowek (MJ Research, Inc., 149 Grove Street,
Watertown, MA 02172, USA). W sktad mieszaniny reakcyjnej 0 objetosci 8 pul
wchodzity nastepujace komponenty: 1 x buforu (MBI Fermentas, V. Graiciuno g. 8,
02241 Vilnius, Litwa), 2,5 mM MgCl;, 0,2 mM kazdego z deoksynukleotyddéw, 0,5 uM
starterai 1 jednostka Taq polimerazy (Fermentas). W termocyklerze UNO |1 (Biometra
GmbH, P.O.B. 1544, 37005 Gottingen, Niemcy) z pokrywa grzewcza ustawiong na
105°C mieszaning reakcyjng poddawano cyklicznym zmianom temperatury w czasie
wedlug programu: 94°C/2 min. wstepnej denaturacji, nastepnie 10 cykli sktadajacych
sie z etapdw 94°C/30 sek., 60°C/30 sek. i 72°C/1 min. oraz 30 cykli 90°C/30 sek.,
60°C/30 sek. i 72°C/1 min. Koncowy etap polimeryzacji przy temperaturze 72°C
przedtuzono do 5 min.

Produkty reakcji PCR w zaleznosci od potrzeb rozdzielano i analizowano w dwéch
systemach. W pierwszym z nich wykorzystano analizator DNA ABI 377XL (Applied
Biosystems, Foster City, CA 94404, USA) i 4,5% denaturujacy zel polyakrylamidowy
(Sigma-Aldrich, Poznan, Polska). W drugim uktadzie, rozdziat produktow amplifikacji
przeprowadzono na 2,75% zelu agarozowym MetaPhor (FMC Bioproduts, 191
Thomaston Street, Rockland, ME 04841, USA) przy napieciu 240 V w buforze 0,5 x
TBE. Po wybarwieniu zZelu bromkiem etydyny dokumentowano obraz rozdzialu
produktow PCR wykorzystujac system Gel Logic 200 (Eastman Kodak Company,
Rochester, NY 14650, USA).

WYNIKI

Wsréd 56 osobnikow populacji FiBC1 wykryto 16 osobnikoéw, ktore miaty obydwa
specyficzne allele loci mikrosatelitarnych (odpowiednio 139 pz i 110 pz dla Xgwm382
i Xgdm87) flankujacych gen odpornosci Lr50. Z tacznej liczby 32 loci mikrosatelitarnych
wybranych do analizy zawarto$ci genomu rodzica wypierajacego w potomstwie, jedynie
15 wykazywato polimorfizm DNA wtym dla 12 SSR zlokalizowanych w poblizu
centromeréw chromosoméw pszenicy. Pozostate loci SSR nie wykazywaty polimorfizmu
DNA migdzy rodzicem wypierajacym (odmiana Flair) i dawcg (linia KS96WGRC36) lub
nie uzyskano produktéw reakcji PCR. Obiekty 104, 108, 109, 119 i 120 wykazywaly
najwiekszg liczbe (7) badanych loci homozygotycznych, co zadecydowato o wyborze ich
do drugiego krzyzowania wstecznego (tab. 1). Z posrod 70 obiektow pokolenia FiBC,
stwierdzono wystgpowanie obydwu specyficznych markerow sprz¢zonych z genem Lr50
dla 35 obiektow. Wybrane genotypy z okre$lonym genem Lr50 wigczono do programu
wytwarzania materialow wyjsciowych do hodowli nowych odmian odpornych na rdze¢
brunatna.

44



Pawel Cz. Czembor ...
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Wystepowanie mikrosatelitarnych loci homozygotycznych i heterozygotycznych dla wybranych
obiektéw z populacji F1BC1
Homozygous and heterozygous microsatellite loci identified in the selected F1BC1 individuals
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Liczba loci homozygotycznych
rodzica wypierajacego

Number of homozygous loci for
the recipient parent

4

3

6

6

2
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717 |7 |4

! — Nieznana lokalizacja w genomie pszenicy; Unknown localization in the wheat genome
| |— Brak produktéw PCR; Absence of PCR products
— Homozygotyczne locus rodzica wypierajgcego; Homozygous locus of the recipient parent
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— Heterozygotyczne lotus; Heterozygous locus
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DYSKUSJA

Wprowadzanie do odmian pszenicy gendow odpornosci na rdz¢ brunatng na drodze
kilkakrotnych krzyzowan wstecznych jest metoda szeroko stosowang w programach
hodowlanych. Wzbogacenie tej metody o selekcje pozadanych genotypdéw przy uzyciu
markeréw molekularnych zwiekszyto znacznie jej atrakcyjnos¢ przez polepszenie
efektywnosci i przyspieszenie procesu selekcji oraz mozliwo$¢ kumulacji w jednym
genotypie kilku genow odpornoéci (piramidowanie) w tym réwniez genéw o charakterze
ilosciowym (Koebner iSummers, 2003). Przejscie od teorii do praktycznego
wykorzystania ostatnich dokonan genomiki pszenicy i nowej strategii hodowlanej znalazto
swoje odzwierciedlenie w licznych inicjatywach badawczych np. Australian National
Wheat Molecular Marker Program (Australia) (Eagles iin., 2001) i MASWheat
konsorcjum (USA) (Dubcovsky, 2004). We wspomnianych programach hodowlanych
wspomaganych markerami molekularnymi wprowadza si¢ do odmian pszenicy rowniez
kilka genow odporno$ci wtym Lr50 na rdz¢ brunatng. Wspomniany przyktad sklonit
autorow do podjecia proby wprowadzenia Lr50 do odmiany Flair i wypracowania
wlasnych metod postepowania w trakcie selekcji opartej o MAS. Odmiana Flair
charakteryzuje si¢ dobrg odporno$cig polowa na rdz¢ brunatng z oceng 7,7 w skali 9-
stopniowej (1 — podatny, 9 — odporny; COBORU, 2004) swiadczacg o wystepowaniu
blizej nieokreslonych genow odpornosci na rdze. W klasycznym podejséciu, gdy genotyp
juz posiada gen(y) odpornosci, wprowadzanie kolejnego genu odporno$ci na tego samego
patogena wigze si¢ z przeprowadzeniem testu fitopatologicznego z odpowiednig rasg
fizjologiczng grzyba nie zawsze bedaca w dyspozycji hodowcy. Dlatego tez,
wprowadzanie nowego genu odpornosci (Lr50) do odmiany Flair w oparciu o markery
molekularne znajduje swoje uzasadnienie.

Markery SSR gwm382 i gdm87 sprzezone z genem Lr50 potwierdzity w petni swoja
uniwersalno$¢ w trakcie selekcji kolejnych pokolen pochodzacych ze skrzyzowania
odmiany Flair ilinii KS96WGRC36, tj. obserwowany polimorfizm DNA (rozmiary
fragmentow amplifikowanych w reakcji PCR) potwierdza wyniki uzyskane przez Brown-
Guedira i wsp. (2003). W pracy podjeto roéwniez probe oszacowania zawartosci genomu
biorcy (ang. Recipient Genome Content, RGC) dla osobnikéw pokolenia F;BC;.
Ograniczono si¢ tylko do FiBC;, poniewaz przeprowadzenie selekcji w tym pokoleniu
moze przynies¢ najwicksze korzy$ci hodowlane. Przy zastosowaniu dwoch markerow
ulokowanych w optymalnych pozycjach (okoto 20 ¢cM od telomeru przy rozmiarach
chromosomu 100 ¢cM) na obu ramionach dla kazdego z chromosoméw, mozna uzyskac¢
zawarto$¢ genomu biorcy (wypierajacego) rzedu 93,4% w poréwnaniu do 75% przy braku
selekcji w klasycznym podejsciu  (Servin, Hospital, 2002). Niestety, z przyczyn
technicznych i finansowych ograniczono si¢ tylko do selekcji markerow zlokalizowanych
W poblizu centromeru kazdego zchromosomow, co ograniczylo zakres uzyskanej
informacji. Co wigcej, brak polimorfizmu DNA lub nie wystepowanie produktow PCR
przyczynito si¢ do dalszego zubozenia informacji o RGC. Okres$lenie najwigkszej liczby
loci homozygotycznych rodzica wypierajacego dla 15 z posrod 32 badanych loci mikro-
satelitarnych z pewno$cig nie jest w pelni wartosciowym wynikiem. W zwigzku z tym
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W przysztosci konieczna jest wczesniejsza wstepna selekcja przydatnych markerow
i zwigkszenie liczby badanych loci do przynajmniej dwoch na chromosom (przy
optymalnej lokalizacji), aby uzyska¢ pelng informacje o zawartosci genomu rodzica
wypierajacego w potomstwie. Wigze si¢ to jednak z dodatkowymi kosztami analizy
kolejnych markeréw molekularnych. Aby selekcja oparta 0 markery molekularne byta
bardziej atrakcyjna (finansowo) nalezy w opisywanej procedurze poszukaé oszczedno$ci
glownie odnosnie metody izolacji DNA, ktora stanowi zasadnicza cze$¢ catkowitych
kosztow analizy.

WNIOSKI

1. Zastosowane markery mikrosatelitarne gwm382 i gdm87 wykazaty pelna przydatnosé
w selekcji osobnikoéw zawierajacych gen Lr50.

2. Procedura okreslenia zawartosci genomu rodzica wypierajagcego w potomstwie
powinna by¢ zmodyfikowana, aby uzyska¢ pemiejsza informacje.
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