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Mlo resistance of barley to powdery mildew (Blumeria graminis f. sp. hordei)
Part I. Genetics, phenotype, mechanism and molecular investigations

Odpornos¢ Mlo jeczmienia (Hordeum vulgare L.) odgrywa coraz wigksza rolg w ochronie
jeczmienia przed maczniakiem prawdziwym (Blumeria graminis f. sp. hordei). Odpornos¢ ta jest
bardzo efektywna ijest powszechnie uzywana w programach hodowlanych jeczmienia w Europie.
W artykule podano najnowsze informacje na temat genetyki, fenotypu, mechanizmu ibadan
molekularnych nad odpornoscia Mlo.

Stowa kluczowe: jeczmien, maczniak prawdziwy, odpornosé Mlo

Significance of the Mlo resistance in protection of barley (Hordeum vulgare L.) against powdery
mildew (Blumeria graminis f. sp. hordei) has been successively growing up. This type of resistance is
very effective, and is commonly used in breeding programmes in Europe. In this paper, the current
knowledge of the genetics, phenotype and mechanism of the Mlo resistance, including the results of
recent molecular studies, is reviewed.
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WSTEP

Na $wiecie jeczmien (Hordeum vulgare L.) jest czwarta pod wzgledem znaczenia
ro$ling zbozowga po kukurydzy, pszenicy i ryzu. Jest uprawiany na ponad 70 mln hektarach,
a jego globalna produkcja wynosi ponad 160 min ton. W krajach Unii Europejskiej jest pod
wzgledem znaczenia gospodarczego druga po pszenicy rosling zbozowsa i ma ok. 32%
udziatu w areale zb6z (Rasmusson, 1985; Atzema, 1998). Czesto, jest to jedyne zboze
uprawiane na terenach suchych oraz na glebach kwasnych (Ceccarelli iin., 1995).
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W ostatnich latach w Polsce areat uprawy jeczmienia wynosit ok. 1,3 mln ha (jgczmienia
jarego ok. 1,0-1,1 min ha, a jeczmienia ozimego ok. 170 tys. ha) (Anonim, 1999). Jeczmien
jary jest uprawiany na terenie catej Polski, z wyjatkiem terenéw potozonych powyzej 500
m n.p.m., gdzie dominuje owies. Z uwagi na niska mrozoodpornos¢ jeczmien ozimy jest
uprawiany w zachodniej cze¢sci Polski (Stabonski, 1994).

Jeczmien uprawia sie na cele paszowe i przemystowe. Do celéw przemystowych zalicza
si¢ produkcje piwa, wodki szkockiej (whisky), kaszy oraz namiastek kawowych. W Polsce
jeczmien jary uprawia si¢ W 70%, a ozimy w catosci na cele paszowe. Glowne rejony
uprawy jeczmienia dla celow browarowych zlokalizowane sg na Slasku, w Wielkopolsce,
Pomorzu i Kujawach. Odpowiednia agrotechnika oraz brak wyst¢gpowania chor6b, w tym
maczniaka, warunkujg dobrg jako$¢ ziarna jeczmienia (Stabonski, 1985, 1994).

Maczniak prawdziwy jgczmienia powodowany przez grzyba Blumeria graminis (DC.)
Golovin ex Speer f. sp. hordei (synonim Erysiphe graminis DC. f. sp. hordei Em Marchal)
wystepuje powszechnie W gtoéwnych rejonach uprawy tego gatunku na catym $wiecie.
W wigkszosci krajow Europejskich wystepowanie maczniaka powoduje powazne straty
w plonie i istotnie obniza jego jako$¢ (Czembor, 1996; Atzema, 1998). Choroba ta jest
mniej wazna ekonomicznie jedynie na poinocy i potudniu kontynentu. Najwigksze straty
w plonie choroba ta powoduje w Centralnej Europie, gdzie wynosza one $rednio 10%, a
W niektorych rejonach mogg one osiagnaé¢ 25% (Gacek i Czembor 1984; Zwarz, 1987;
Schally i in., 1995). W Polsce maczniak jest jedng z najwazniejszych chordb jeczmienia.
Powoduje on znaczne straty w plonie ziarna odmian podatnych, siegajace od kilku do
kilkudziesieciu procent W zaleznosci od nasilenia choroby (Czembor, 1981 a, 1981 b;
Gacek, 1990). Rowniez istotnie wptywa na jako$¢ ziarna, szczegdlnie obnizajgc masg
tysigca nasion, co jest wazne przy produkcji jeczmienia browarnego (Balkema-Boomstra
i Masterbroek, 1995; Griffiths i in., 1975).

Aby zapobiec stratom powodowanym przez mgczniaka opracowano wiele metod
ochrony ro$lin jeczmienia. Dominujg dwie metody: ochrona chemiczna oraz hodowla
odmian odpornych. Ochrona chemiczna jest metodg efektywng i szybka w zastosowaniu,
jednak moze powodowac efekty uboczne W postaci skazenia $rodowiska przez $rodki
chemiczne toksyczne dla ludzi, zwierzat i roslin (Arseniak, 1983; Czembor i Czembor,
1998, 1999, 2001). Oprdcz tego, w latach siedemdziesigtych ubiegtego wieku, pojawit si¢
problem uodporniania si¢ patogenow roslin, w tym B. graminis f. sp. hordei, na dziatanie
substancji aktywnych zawartych w powszechnie stosowanych fungicydach systemicznych
(Gacek, 1992). Hodowla odmian odpornych jest metoda ekologiczng oraz znacznie tansza
w zastosowaniu w poréwnaniu do metody ochrony chemicznej. Warunkiem powodzenia
tej metody jest wprowadzenie przez hodowcow roznych, efektywnych gendéw odpornosci
na maczniaka do nowych odmian oraz wilasciwe wykorzystanie tych odmian w celu
zapewnienia trwato$ci odpornosci (Gacek i Czembor, 1983, 1984; Czembor i Gacek, 1987,
1990; Gacek, 1989, 1990). Odpornos¢ rasowo specyficzna jest najbardziej popularna wsrod
hodowcow i producentéw jeczmienia (Arseniak, 1995 a, 1995 b; Czembor i Czembor,
2001). Odpornos¢ ta jest zwykle uwarunkowana przez pojedyncze, gldéwne geny
odpornosci oraz charakteryzuje si¢ wyrazng ekspresja fenotypowa. Podstawowa wada tego
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rodzaju odpornosci jest zjawisko jej ,zalamywania”, wynikajace Zz procesow
adaptacyjnych maczniaka (Czembor, 1983, 1984 a, 1984 b; Gacek, 1998).

W latach dziewigcdziesigtych ubieglego wieku w ochronie jeczmienia przed macz-
niakiem duzego znaczenia nabrata wysoce efektywna odporno$¢ Mlo (Czembor, 2000,
2002; Czembor i Czembor 2003 b). Odpornosc¢ ta jest powszechnie uzywana w programach
hodowlanych jeczmienia prowadzonych przez wszystkie znaczace firmy hodowlane
w Europie. Nie jest ona odpornoscig rasowo-specyficzng i warunkowana jest jednym
recesywnym genem (Jgrgensen, 1971 a, 1971 b, 1991 b). Mimo, ze odmiany ztg
odpornos$cia uprawiane sg od 20 lat na duzym areale w Europie, to dotychczas nie
znaleziono rasy fizjologicznej maczniaka posiadajgcej gen wirulencji komplementarny do
tej odpornosci (Jergensen, 1993; Atzema, 1998; Schwarzbach, 1997 a, 1997 b, 1998;
Hovmegller i in., 2000). Ze wzgledu na zwigkszajace si¢ zainteresowanie zastosowaniem
odpornoscia Mlo w zwalczaniu B. graminis f. sp. hordei autorzy uznali za wskazane
zebranie informacji dotyczacych jej uwarunkowan genetycznych, fenotypu i mechanizmu
dziatania.

GENETYKA

Odporno$¢ Mlo na maczniak prawdziwy jeczmienia jest warunkowana przez seri¢
recesywnych alleli w locus Mlo (Schwarzbach, 1967; Jgrgensen, 1991 a, 1994; Czembor
i Fresk, 2003). Dotychczas opisano przynajmniej jeden allel (mloll) w odmianach
miejscowych z Etiopii oraz ponad 160 mutantdw z odpornoscia Mlo otrzymanych
w wyniku dzialania takich mutagenéw jak EMS oraz promieniowania X iy (Nover
i Schwarzbach, 1971; Yamaguchi i Yamashita, 1979; Czembor i Gacek, 1991; Czembor
i Czembor, 2003 b). Na podstawie badan genetycznych udowodniono istnienie 30 alleli
mlo (Jgrgensen, 1983, 1992 a, 1992 b; Piffanelli i in., 2002; Czembor i Czembor, 2003 a).
Gen odpornosci W locus Mlo zostat zlokalizowany na dtuzszym ramieniu chromosomu 4
w odlegtosci 42 ¢cM od genu br2 i 50 cM od centromeru (Jgrgensen, 1977 b; Jensen, 1987).
Jorgensen i Jensen (1979) przeprowadzili badania genetyczne majgce na celu wyjasnienie
struktury locus Mlo. Powyzsze badania wykazaly istnienie przynajmniej 3 zmutowanych
miejsc oddalonych od siebie o ok. 0,05 procent rekombinacji. Jedno z tych miejsc zawiera
allele mlol i mlo4 otrzymane w wyniku dziatania promieniowania X, a inne zawiera allele
mlo5, mlo8 i mlo9 otrzymane w wyniku dziatania EMS. Trzecie z miejsc jest usytuowane
mi¢dzy dwoma miejscami opisanymi powyzej i zawiera wytacznie allel mlo11 pochodzacy
z odmiany miejscowej z Etiopii (Jergensen, 1976 a, 1976 b, 1977 a). Wielkos¢ locus Mlo
jest porownywalne z wielkos$cia innych loci organizméw wyzszych, ktore nie przekraczaja
zwykle 0,1% rekombinacji (Atzema, 1998). Wszystkie opisane dotychczas allele, mimo ze
powstaty w wyniku roznych mutacji, wykazujg identyczny fenotyp odpornosci (Jergensen,
1983, 1992 a, 1992 b). Badania te wskazuja na to, ze dominujacy (funkcjonalny) typ "dziki"
genu Mlo koduje jeden produkt (biatko), ktérego wytwarzanie moze zosta¢ zakldcone
przez mutacje w kilku miejscach tego genu (Jorgensen, 1991 a, 1991 b). Badania
genetyczne alleli mlol do mlo11 prowadzone przez Jargensena i Jensena (1979) wykazaty,
ze dominujacy ,,dziki” allel Mlo ulegl zmianie na recesywne allele poprzez mutacje
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w jednym z przynajmniej trzech miejsc locus Mlo. Obecnie uwaza si¢, ze ,,dziki” gen Mlo
pelni rol¢ negatywnego regulatora reakcji odpornosciowej rosliny na zetknigcie sie
z patogenem (Collins i in., 2000; Lyngkjeer i in., 2000; Piffanelli i in., 2002).

Zidentyfikowano dwa geny, Rorl i Ror2, ktére sa wymagane do ekspresji odpornosci
Mlo (Freialdenhoven i in., 1996; Collins i in., 2001). Rosliny jeczmienia z genem mlo i
z jednym z zmutowanych gendw ror wykazywaly czesciowg ekspresje odporno$ci Mlo
(Schulze-Lefert i Kogel, 2000). Podobny system dwoch genow majacych wpltyw na
ekspresje genu zostat opisany W przypadku rasowo specyficznego genu Mlal2
(Freialdenhoveni in., 1996; Jargensen, 1996). Jednak geny mlo nie wspotdziataja z innymi
genami odpornosci jeczmienia. Geny te mogg wystgpowaé W odmianach jeczmienia
z genami rasowo-specyficznymi oraz z genami warunkujgcymi odporno$é czgsciows.

FENOTYP

Dlugie komorki epidermy odmian jgczmienia z genem mlo umiejscowione nad
tkankami przewodzacymi nie sa penetrowane przez grzyba, podczas gdy komorki krotkie
epidermy sa penetrowane bardzo rzadko. Odporno$¢ Mlo charakteryzuje si¢ gtownie
takimi cechami fenotypowymi jak obecno$¢ pojedynczych, stosunkowo matych kolonii
grzyba, ktore rozwijaja si¢ prawie wylacznie w wyniku infekcji komorek przyszparkowych
(Wolfe, 1972; Wiberg, 1973, 1974). Tego rodzaju reakcje odpornosciowg oznaczono
symbolem 0(4) (Nover 1972). Jednak, gdy roslina posiada dodatkowy efektywny gen
odpornosci warunkujacy na przyktad reakcje odpornosciowa 2 to reakcja odporno$ciowa
tej rosliny bedzie oznaczona 0(2), a gdy ten dodatkowy gen bgdzie warunkowat reakcje 0
to reakcja tej rosliny bedzie oznaczona symbolem 0 (brak koloni grzyba) (Czembor, 2000;
Czembor i Czembor, 2001).

Wielkos¢ i liczba kolonii grzyba

Liczba i wielko$¢ wystepujacych pojedynczych koloni jest rozna izalezy od wielu
czynnikow. Tlo$¢ ta jest zawsze minimum 10 razy mniejsza niz U odmian podatnych oraz
kolonie grzyba sa wyraznie mniejsze (Atzema, 1998; Schwarzbach, 1998; Lyngkjeer i in.,
2000).

Na podstawie dostepnej literatury mozna wyrézni¢ 9 gtéwnych czynnikow majacych
wplyw na liczbg i wielkos$¢ koloni na roslinach z genem mlo:

llo$¢ inokulum

W wielu badaniach wykazano dodatnig zalezno$¢ ilosci inokulum z liczbg koloni
grzyba (Jgrgensen i Mortensen, 1977; Atzema, 1998; Schwarzbach, 1998).

Genotyp grzyba

Mimo testowania tysiecy izolatow w Europie iJaponii nie znaleziono dotychczas
izolatu maczniaka wirulentnego w stosunku do genu mlo (Andersen, 1991; Atzema i in.,
1994, 1996; Heta i Takeda, 1995; Atzema, 1998; Schwarzbach, 1998). Jednak wykazano
istotne réznice W liczbie matych kolonii grzyba powstalych na roslinie po zakazeniu
réznymi izolatami, co $§wiadczy 0 istnieniu zroznicowania W ich agresywnosci (Andersen
1991; Schwarzbach, 1998; Lyngkjer iin., 1995). Najwyzszy opisany poziom agresyw-
nosci w stosunku do genu mlo stanowi tylko ok. 10% agresywnosci patogena na materiale

338



Jerzy H. Czembor ...

ros$linnym z gléwnymi genami odpornosci bez genu mlo (Lyngkjeer iin., 1995; Atzema,
1998; Schwarzbach, 1979, 1998).

Allele mlo

Badania przeprowadzone w Niemczech (Habekuss i Hentrich, 1988; Hentrich
i Habekuss, 1991; Robbelen iHeun, 1991) wykazaly, Zze odmiany z allelami mlo
otrzymanymi w wyniku ré6znych mutacji tej samej odmiany zakazone mgczniakiem roznig
sie miedzy sobg liczbg kolonii oraz efektem plejotropowym. Zinterpretowano ten fakt jako
istnienie réznic fenotypowych odpornosci warunkowanej poszczego6lnymi allelami mlo.
Wydaje si¢ jednak, ze dalsze badania sg potrzebne dla potwierdzenia wystepowania takiego
samego tla genetycznego uzytych mutantoéw i braku innych mutacji powstatych w procesie
mutagenezy. Ostatnie badania tego zagadnienia przeprowadzone przez Atzeme (1998) nie
wykazaly istotnych r6znic w funkcjonowaniu réznych alleli mlo w roslinach z tym samym
tlem genetycznym. Autorka w swoich badaniach uzyta 10 linii izogenicznych BCI
odmiany Ingrid z allelami mlo: 1,3,4,5,6,7,8,9,10 i 11. Linie te zakazano izolatem HL3/5,
a nastgpnie liczono kolonie grzyba. Podobne badania przy uzyciu linii izogenicznych
odmiany Ingrid przeprowadzili Wolter i Zimmermann (1993). Wyniki ich badan byty
podobne do wynikow otrzymanych przez Atzeme (1998).

Genotyp rosliny

W wielu badaniach wykazano wptyw ,tta genetycznego” na ekspresj¢ roznych alleli
mlo oraz na liczbe kolonii grzyba (Jgrgensen i Mortensen, 1977; Atzema, 1998; Baker i in.,
1998). Atzema (1998) w badaniach swoich wykazata, ze linie Ris5678R i BClImlo5
posiadajace ten sam allel mlo5 roznig si¢ istotnie pod wzgledem liczby koloni grzyba.
Schwarzbach (1987) opisal réozny poziom odpornosci Mlo w réznych odmianach na
zakazenie awirulentnymi w stosunku do genu mlo izolatami maczniaka. Stwierdzil, ze
najwyzszy poziom odporno$ci miata odmiana Alexis, mniejszy Atem, a najmniejszy Apex.
Wysoki poziom odpornosci odmiany Alexis zostal potwierdzony przez Atzema (1998).
Autorka ta wykazata, ze odmiana Alexis posiadata najwyzszy poziom odpornosci na
wszystkie badane przez nig izolaty patogena. Odmiang najbardziej podatng okazata sig
odmiana Lotus. Tto genetyczne moze by¢ rowniez przyczyng obserwowanych efektow
ilosciowych w ekspresji gendw mlo. Zjawisko to opisano u odmian Grosso i Lotus, na
ktoérych liczba koloni zalezata od uzytych do zakazenia izolatow. Na roslinach tych odmian
po zakazeniu niektorymi izolatami obserwowano zupeilny brak Kkolonii grzyba, apo
zakazeniu innymi izolatami kolonie grzyba byly mniej lub bardziej liczne (Atzema 1998;
Schwarzbach, 1998).

Wiek rosliny

Atzema (1998) badala trzytygodniowe siewki roslin z genem mlo oraz odmiany
kontrolne Ingrid i Ris5678S nie posiadajgce genu mlo. Rosliny w stadium 3- lub 4-liscia
inokulowata siedmioma izolatami, w tym dwoma czg¢sciowo mlo wirulentnymi HL3/5
i Racel. Na siewkach posiadajacych gen mlo zaobserwowata zupelny brak koloni grzyba,
podczas gdy ro$liny kontrolne bez genu mlo byly porazone. Sugeruje to obecnos¢
mechanizmu powodujacego wzrost ekspresji odpornosci Mlo wraz z wiekiem rosliny.
Hwang i Heitefus (1982 a, 1982 b) wykazali, ze odporno$¢ roslin na choroby
W pozniejszych stadiach rozwojowych ro$liny moze by¢ zaobserwowana juz w stadium
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trzeciego liscia. Lyngkjeer i wsp. (1997) stwierdzili, ze dzieje si¢ tak rowniez w przypadku
ro$lin z genem mlo zakazonych izolatem HL-3/5. Badania nad tym problemem oraz nad
zagadnieniami zwigzanymi ze zmianami fizjologicznymi w infekowanej maczniakiem
komorkach epidermy ros$lin jeczmienia z genem mlo byly prowadzone przez ostatnie 10 lat
przez zespot Carvera w Institute of Grassland and Environmental Research, Aberystwyth,
Wielka Brytania (Carver i in., 1991, 1992, 1994, 1996).

Warunki srodowiska

Tymczasowe ,,zalamanie” si¢ odpornosci Mlo moze spowodowa¢ m.in. obfito§¢ wody
dostepnej dla rosliny po okresie suszy (Newton i Young, 1996 a, 1996 b; Baker i in., 1998,
2000) oraz usuniecie stresu niskiej temperatury (Lyngkjer iin. 2000). Wykazano, ze
w warunkach laboratoryjnych i polowych niektére genotypy jeczmienia zachowuja si¢
odmiennie (Newton, inf. ustna).

Dostepno$¢ mikro- i makroelementow

Wykazano, ze dostepnos¢ azotu dla rosliny wplywa istotnie na poziom odpornosci Mlo
(Newton i Young, 1996 a; Baker i in., 1998). Znacznie mniejsze papilla wytwarzane przez
ro$liny z genem mlo (podczas préb penetracji komorek epidermy przez grzyba) przy
pozbawieniu ich dostepnego krzemu nie spowodowalo zmniejszenia efektywnosci
odpornosci Mlo (Zeyen i in., 2001).

Intensywno$¢ §wiatta

Dziatanie intensywnego $wiatta na ro$liny z genem mlo powoduje zwigkszenie liczby
i wielkosci plam nekrotycznych. Tlumaczy si¢ to zmianami W metabolizmie tlenu pod
wplywem intensywnego $wiatla stonecznego (Dangl i in., 1996). Zmiany te obserwowano
U niektorych odmian rosngcych w warunkach polowych, ze szczegdlnym nasileniem
u odmiany Krona (Walter i Zimmermann, 1993). W warunkach szklarniowych zmian
takich nie obserwowano (Atzema, 1998).

Temperatura

Badania opisane przez Atzeme (1998) wykazaly, ze liczba kolonii powstatych
w wyniku inokulacji ro$lin izolatem HL3/5 byta 20-38% wyzsza, gdy inokulacja
i inkubacja byta przeprowadzona w temperaturze 20°C, niz gdy to miato miejsce
w temperaturze 17°C i 18°C.

Efekt plejotropowy

Drugg charakterystyczng cecha ro$lin jeczmienia z odpornoscia Mlo jest wystepowanie
efektu plejotropowego genéw mlo (Schwarzbach, 1976; Hentrich, 1979; Jargensen, 1991
a). Najbardziej charakterystycznymi z tych efektéw jest wystepowanie W r6znym nasileniu
chloroz i plam nekrotycznych. Wystepowanie chloroz i nekroz zmniejsza intensywnos¢
fotosyntezy w wyniku ograniczenia powierzchni asymilacyjnej ro$lin oraz ogranicza
transport produktow fotosyntezy z lisci do ziarniakéw (Kjer iin., 1990; Jargensen 1991
a). Wedlug Schwarzbacha (1976), Kjeera i wsp. (1990) oraz Bjernstada i Aastveita (1990)
sredni efekt plejotropowy u mutantow w porownaniu do form wyjsciowych wyniost dla
masy ziarniakbw ok. 4%—-6%. Schwarzbach (1976) wykazatl, ze efekt plejotropowy dla
wysokosci roslin wynosi 0,3%, dla liczby ktoséw 0,4%, dla liczby ziarniakow w ktosie
2,4%, a dla plonu 12,3%. W wielu badaniach wykazano istotny wptyw tla genetycznego
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na wielkos¢ efektu plejotropowego genu mlo (Bjgrnstad i Aastveit, 1990; Kjar i in., 1990;
Lundquist, 1991; Atzema, 1998).

Dangl i wsp. (1996) przedstawit hipoteze thumaczacg efekt plejotropowy genu mlo tym,
ze gen ten nalezy do mutantow ,,Less”. "Less" sa to mutanty, na ktdrych obserwuje si¢
wigksze lub mniejsze plamy martwej tkanki (nekrozy) przy braku zetknigcia si¢ tych roslin
z patogenem. Bardzo czgsto plamy te przypominajg symptomy chordéb np. reakcje
odponosciowa nadwrazliwo$ci jeczmienia uwarunkowana przez geny Mla, MIk i Mlh na
zakazenie maczniakiem. Reakcja nadwrazliwosci polega na $mierci jednej lub wigcej
komorek epidermy po ich zetknigciu si¢ ze strzgpka infekcyjna grzyba. Bardzo czesto
zamieranie komorek wystepuje rowniez W przypadku zetknigcia si¢ patogena z rosling
niezywicielska. Jednak tego rodzaju reakcje odpornosciowe nie wystepuja W roslinach
jeczmienia z genem mlo. Peterhdnsel iwsp. (1997) wykazali, ze inokulacja roslin
jeczmienia z odporno$cia Mlo maczniakiem pszenicy (B. graminis f. sp. tritici) nie
powoduje zamierania komorek, a jedynie tworzenie papilli. Wskazuje to, ze mechanizm
odpornosci Mlo dziata rowniez W przypadku zetknigcia si¢ roslin jeczmienia z patogenem,
dla ktérego jeczmien nie jest zywicielem. Mutanty ,,less” sg do$¢ czesto obserwowane
u innych gatunkow roslin np. kukurydzy. Reakcja nadwrazliwosci uruchamia cze¢sto nabyta
odporno$¢ systemiczng (SAR — systemic acquired resistance). Odporno§¢ SAR chroni
rosling przed wszystkimi patogenami (Dangl i in., 1996). Mutanty ,,Less” nie sa zwigzane
ze znanymi genami odpornosci, ale mogg by¢ zwigzane zZ nieznanymi genami odpornosci.
Najprawdopodobniej fenotyp mutantow ,,Less” jest wynikiem zaburzen w funkcjonowaniu
gtownych genow odpornosci (genow R) (Sudupak i in., 1993; Dangl i in., 1996).

Trzy lata wczeéniej pierwsza odmiana z genem mlo (Atem) zostata zarejestrowana,
Schwarzbach (1976) wyrazit poglad, ze w zwiagzku z efektem plejotropowym genu mlo
wyhodowanie odmiany dajacej wysoki plon 0 dobrej jakosci nie bedzie mozliwe. Jednak
w wyniku odpowiednich krzyzowan i selekcji udato sie zredukowac efekt plejotropowy
genu mlo do minimum (Czembor i Czembor, 2003 a).

MECHANIZM ODPORNOSCI

Odporno$¢ Mlo polega na uniemozliwieniu przenikania przez $cian¢ komoérkowa
strzgpki infekcyjnej B. graminis f. sp. hordei. Dzieje si¢ tak, poniewaz tworzona jest
warstwa ochronna (papilla) ponizej miejsca zetknigcia si¢ strzepki infekcyjnej maczniaka
z powierzchnig liscia (Lyngkjeer, 1985; Skou, 1985; Stolzenburg i in., 1984; Inoue i in.,
1994; Lyngkjer i Dstergard, 1996). Papilla powstaja na skutek szybkiego wydzielania
przez komorki epidermy réznych substancji chemicznych gtéwnie kalozy i fenoli, ale takze
biatek iwegglowodanow. Papilla stanowia fizyczng ichemiczng bariere dla strzgpki
maczniaka i sg powszechnym mechanizmem obronnym roslin wobec patogenow (Aist,
1976, 1983; Aisti in., 1979; Aist i Bushnell, 1991). Papilla warunkowane obecnoscig genu
mlo sa ponad dwa razy wigksze I grubsze od papilli wytwarzanych przez komorki rosliny
w wyniku dziatania genéw odpornosci rasowo-specyficznych np. Mla lub wytworzonych
w przypadku, gdy strzgpka infekcyjna nie byla w stanie przenikngé przez $ciang
komorkowg (Skou iin., 1984; Lyngkjer i@stergard, 1998). W wielu badaniach
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udowodniono wysoki stopien korelacji migdzy odpornoscia Mlo a rozmiarami papilli.
Stwierdzono réwniez, ze niektore linie podatne jeczmienia réwniez wytwarzajg
stosunkowo duze papilla, co sugeruje, ze na efektywnos$¢ tego mechanizmu odpornosci
wplywa nie tylko wielko$¢ wytworzonej warstwy ochronnej, ale rowniez jej sktad (Skou
1982; Skou i in., 1984; Gold i in., 1986; Bayles i in., 1990; Zeyen i in., 1993). Wyraznie
mniejsze papilla sg obserwowane, gdy przez Sciang komodrki epidermy stara si¢ przenikngé
strzgpka infekcyjna izolatu HL3/5 czgéciowo wirulentnego w stosunku do genu mlo
(Lyngkijeer i in., 1996; Lyngkjer i Dstergard, 1998). Ponadto gen mlo warunkuje szybsze
odktadanie papilli (Aist i Israel, 1977; Bayles iin., 1990). Wykazano, ze formowanie
papilli w linii izogenicznej z genem mlo rozpoczeto si¢ 60 minut przed proba penetracji
komorki przez strzepke grzyba, podczas gdy dla linii izogenicznej nie posiadajacej genu
mlo formowanie si¢ papilli rozpoczgto si¢ 40 minut po probie penetracji komorki przez
strzepke grzyba (Skou i in., 1984; Gold i in., 1986; Bayles i in., 1990).

Glownymi sktadnikami papilli jest kaloza ifenole. Kaloza jest wytwarzana przez
komorki epidermy ro$lin jeczmienia w odpowiedzi na uszkodzenia mechaniczne (Skou
iin., 1984; Kogai in., 1990; Yokoyama i in., 1991; Clark i in., 1994, 1995). Gdy strzepka
infekcyjna przeniknie przez kutykule i Sciang komorkowsa to grzybnia wrasta do wngtrza
komorki formujac haustorium (ssawke), a wokdt szyjki haustorium tworzy si¢ kolnierz
z kalozy. Wytwarzanie kalozy wystepuje U roslin jeczmienia pod wptywem uszkodzenia
sciany komorkowej komorek epidermy przez czynniki abiotyczne (np. ostre ziarna piasku,
ocieranie si¢ rosliny o0 rosling) ibiotyczne (np. klujka mszycy, strzgpka infekcyjna
zarodnika konidialnego maczniaka; Russo i Bushnell, 1989). Jednak u roslin z odporno$cia
Mlo ilo$¢ wytworzonej kalozy jest blisko trzykrotnie wigksza (Skou, 1982; Skou i in.,
1984; Gold i in., 1986; Zeyen i in., 1993). Badania prowadzone przez Bayles i Aista (1987)
oraz Golda i wsp. (1986) udowodnity, ze gen mlo wptywa istotnie na regulacj¢ gospodarki
wapniem w komorkach skorki jeczmienia, a jony wapnia petnig duza role w aktywacji
enzymow odpowiedzialnych za wytwarzanie kalozy (Kauss i in., 1983; Aist i Gold, 1987;
Bayles i Aist, 1987; Pedersen, 1990; Zeyen, 1999).

Powszechnie wystepujacym mechanizmem obronnym roslin na infekcje patogenow jest
polimeryzacja zwiazkow fenolowych w s$cianie komorkowej pod wplywem kontaktu
z patogenem i tworzenie wten sposOb pierwszej bariery izolacyjnej wokot miejsca
infekcji. Duze znaczenie fenoli podczas reakcji obronnej roslin jeczmienia, W wyniku
ktorej tworzone sa papillac zostatlo udowodnione w wielu badaniach (Sherwood i Vance,
1982; Aist i in., 1988; Carver i in., 1991, 1994). Zwigzki fenolowe dziataja wzmacniajaco
na $ciang komorkowa komorek epidermy oraz papilli U jeczmienia (Carver i in., 1991;
Clark i in., 1994, 1995; Zeyen i in., 1995). Utwardzone regiony $ciany komoérkowej oraz
papilla powstate poprzez przytaczone do wiokien celulozy zwiazki fenolowe stanowia
fizyczng przeszkode dla strzepki infekcyjnej grzyba (Stolzenburg i in., 1984; Lyngkjeer i in.
2000). Obecnos¢ fenoli powoduje rowniez, ze Sciany komorkowe komorek epidermy staja
si¢ odporne na dziatanie celulazy. Zwigzki fenolowe wytwarzane sg minimum 2 godziny
szybciej u roslin z genem mlo niz u ro$lin podatnych (Stolzenburg i in., 1984).

Udowodniono rowniez zwickszenie wydzielania H.O2 w komorkach epidermy roslin
jeczmienia Z genem mlo po zetknieciu si¢ ze strzgpka infekcyjng maczniaka (Hiickelhoven
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iin., 1999). H,O, wptywa na wzmocnienie struktury $ciany komorkowej, ma dzialanie
fungostatyczne oraz pelni role W wyzwalaniu reakcji odporno$ciowej w komdrkach
otaczajgcych miejsce infekcji roslin (Collins iin., 2000). Badania von Roépenacka
I wspolpracownikow (1998) wykazaty istotny wpltyw H>O. na wzmocnienie struktury
papilli.

Komorki przyszparkowe nie wytwarzajg papilli (Skou, 1985; Lyngkjeer iin., 2000).
Najprawdopodobniej spowodowane jest to tym, ze komoérki te majg specyficzna fizjologie
i gietka Sciang komorkowa, co umozliwia im otwieranie i zamykanie szparki. Wykazano,
ze W komorkach przyszparkowych jeczmienia kaloza nie jest wytwarzana niezaleznie od
obecnosci alleli mlo (Skou, 1985). Liczne badania wykazaty, ze papilla sa wytwarzane
przez komorki epidermy rowniez W czasie kietkowania zarodnika konidialnego maczniaka
niezaleznie od istnienia genéw odpornosci. Jednakze papilla te sa znacznie mniejsze
i okoto 50% ciensze od tych wytwarzanych przez rosliny z odpornoscig Mlo (Skou, 1985;
Aisti in., 1988; Lyngkjeer i in., 2000).

Gen mlo najprawdopodobniej spetnia podstawowa funkcj¢ regulujaca mechanizm
obronny rosliny (Skou i in., 1984). Recesywnos¢ alleli mlo oraz otrzymanie ich na drodze
mutacji wskazujg na to, ze ,,dziki” gen Mlo jest genem, ktory warunkuje powstanie
okreslonego produktu (biatka) w roslinie. Z drugiej strony wytwarzanie warstwowej
struktury (papilla) w sktad, ktérej wchodzg mniej lub bardziej ztozone zwigzki chemiczne
takie jak kalloza, biatka i weglowodany sugeruje, ze W tej reakcji odpornosciowej jest
aktywnych wiele gendéw (Jgrgensen, 1991 a, 1992 a; Bischges iin., 1997; Lyngkjeer
i Dstergard, 1998; Lyngkjer i in., 2000). Hipoteza laczaca obecnosé recesywnego genu
powstatego W wyniku mutacji z aktywnoscig wielu genéw warunkujacych powstawanie
produktow metabolicznych komorki jest petnienie funkcji regulatora przez ,,dziki” gen
Mlo, ktory moze by¢ inaktywowany W wyniku mutacji (Bayles i in., 1990; Hinze i in.,
1991; Buischges iin., 1997). W mysl tej hipotezy, wystgpowanie W wigkszym lub
mniejszym nasileniu chloroz i plam nekrotycznych na roslinach jeczmienia z odpornoscia
Mlo moze by¢ wyjasniona poprzez fakt, ze regulacja genetyczna proceséw metabolicznych
ro$liny jest zaburzona. Kazde mechaniczne uszkodzenie moze uaktywnic ten proces, a brak
genetycznej kontroli moze powodowac trwanie tego procesu do momentu, gdy w komérce
poddanej stresowi oraz w komorkach sgsiadujgcych z nig ulegng wyczerpaniu substraty dla
odpowiednich proceséw metabolicznych (Schulze-Lefert iin., 1994, 1999 a, 1999 b).
Lyngkjeer i Ostergard (1998) wykazali, ze odporno$¢ Mlo posiada aspekt specyficzny
I niespecyficzny. Aspekt specyficzny jest skorelowany z wielkoscig udziatu kalozy
w papillach i ten aspekt odpornosci Mlo jest przezwyciezony przez czg$ciowo wirulentny
na gen mlo izolat HL3/5. Aspekt niespecyficzny jest zwigzany z udzialem fenoli
w papillach. Jak dotad nie opisano izolatu maczniaka mogacego ,,przetamac” czes¢
niespecyficzng odpornosci Mlo.

W $wietle dotychczasowych badan gen odpornosci mlo warunkuje odpornos¢ jedynie
na infekcje grzyba B. graminis f. sp. hordei. Odpornos$¢ ta jest niezalezna od obecnos$ci
innych znanych genéw odporno$ci na maczniaka prawdziwego jeczmienia (Lyngkjer i in.,
2000). Jednak niektorzy badacze, np. Jergensen (1992 a, 1992 b), spodziewaja si¢, ze ta
odporno$¢ moze by¢ efektywna wobec innych patogendéw penetrujacych zywe komorki
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epidermy i nie nalezy si¢ spodziewac by gen mlo byt efektywny wobec takich patogenow
jak Puccinia hordei (infekujaca rosline przez aparaty szparkowe) czy Drechslera teres
(produkujacy toksyny) (Lyngkjer i in., 2000).

W ostatnich latach udowodniono, Zze obecno$¢ roznych alleli mlo w roslinach
jeczmienia zwigksza ich podatno$¢ na zakazenie grzybem Magnaporthe grisea (Jarosch
iin., 1999; Kogel iin., 1999). Na ro$linach jeczmienia z genem mlo grzyb M. grisea
rozwijat si¢ szybciej, jego zarodnikowanie byto nasilone a plamy nekrotyczne na roslinach
znacznie wigksze. Biorac to pod uwage uwaza sig¢, ze gen mlo nie warunkuje w sposob
bezwzgledny odpornosci na infekcje patogenéw penetrujacych rosliny jeczmienia przez
zywe komorki skorki liscia. Powoduje to rowniez problem W uzyciu tego genu
w odmianach jeczmienia na terenach, gdzie grzyb M. grisea przyczynia si¢ do strat (np.
potudniowa Francja czy pdtnocne Wiochy) (Jarosch iin., 1999). Ostatnie doniesienia
(Kumar i in., 2001) méwia, ze obecno$¢ genu mlo wptywa na podatno$¢ jeczmienia na
infekcje innego grzyba nekrofitycznego Bipolaris sorokiniana, powodujacego brunatng
plamistos¢ jeczmienia.

Wyniki niektérych badan sugerowaty, ze gen mlo jest odpowiedzialny za zwigkszong
podatno$¢ odmian jeczmienia na infekcje grzyba Rhynchosporium secalis. Jednak analiza
pochodzenia szeregu odmian jeczmienia sugeruje, ze powyzszy zwigzek jest wynikiem tla
genetycznego oraz brakiem programéw hodowli odpornosciowej na grzyba R. secalis
(Brown i Jonem, 1996; Lyngkjeer i in., 2000).

BADANIA MOLEKULARNE

Budowa genu Mlo

Gen Mlo ma 1599 par zasad i koduje biatko sktadajace si¢ z 533 aminokwasow o masie
60 kDa. Ma ono struktur¢ helikoidalng i umocowane jest w btonie komorkowej w 7
miejscach tak, ze koniec z wolng grupa aminowg znajduje si¢ na zewnatrz komorki
a koniec z grupa karboksylowg wewnatrz komorki (Biischges iin., 1997; Devoto i in.,
1999; Piffanelli iin., 1999). Dlatego biatko to okre$lane jest symbolem 7 TM —
transmembrane). Biatko to nalezy do powszechnie wystepujacej W roslinach grupy biatek
umocowanych w btonie komorkowej (Elliot i in., 2002; Kim i in., 2002). Grupa tych biatek
wystepuje wezesnie W ewolucji roslin, gdyz biatka tego typu stwierdzono w wielu grupach
roslin w tym u mchow. Wigksza czgs¢ biatka znajduje si¢ w cytoplazmie (Devoto i in.,
1998, 1999, 2002; Stein i Somerville, 2002).

Dotychczasowe badania na poziomie molekularnym wyjasnity zmiany mutacyjne
w locus Mlo dla 15 alleli mlo (tab. 1) (Buschges i in., 1997; Schwarzbach, 1998; Piffanelli,
2002).

W 1998 roku budowa genu mlo zostata opatentowana (International Patent Publication
Number WQ09804586, AU731487, CA2260363, JP2000516811T) przez: Innes John
Centre Innov Ltd, Panstruga Ralph, Blschges Rainer i Schulze-Lefert Paul Maria Jose.
Patent zawiera 73 aspekty zwigzane z budowa genu mlo dotyczace m. in. modyfikacji
struktury tego genu przez zastosowanie metod biologii molekularnej oraz wykorzystanie
wiedzy na temat sekwencji tego genu w biotechnologii w tym ro$lin transgenicznych.
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Natomiast nie dotyczy on uzycia alleli mlo otrzymanych w wyniku mutagenezy lub
wystepujacych spontanicznie W odmianach miejscowych jeczmienia, w hodowli i bada-
niach genetycznych jeczmienia (Devoto i in., 1998, 1999; Schwarzbach, 1998; Piffanelli,

2002).

Tabela 1

Zmiany mutacyjne genu Mlo (Blischges i in., 1997; Schwarzbach 1998; Piffanelli i in., 2002)
Mutation changes of gene Mlo (Biischges et al., 1997; Schwarzbach 1998; Piffanelli et al., 2002)

Mutacje
Gen Mutations
Gene Nukleotydy Aminokwasy
Nucleotids Aminoacids
mlol T 5 A Trp'®? - Arg
mlo2 ? ?
mlo3 2 delecje 18 przesuniecie ramki odczytu w Phe®*® — shifting of reading frame in Phe3®
mlo4 11 delecji 8 przesunigcie ramki odczytu w Trp™®® — shifting of reading frame in Trp*®®
mlo5 G—oA Met! — Ile
mlo6 ? ?
mlo7 G > A Gly?® — Asp
mlo8 Al T Met! — Val
mlo9 C®5T Arg®l
mlo10 6 delecji 54 brak Phel®2i Thrl83
mloll ? ?
mlol12 ? ?
mlo13 T9 5 A Val® — Glu
mlol4 ? ?
mlo15 ? ?
mlol16 ? ?
mlo17 C2 5T Ser®! — Phe
mlol8 ? ?
mlo19 ? ?
mlo20 ? ?
mlo21 ? ?
mlo22 ? ?
mlo23 ? ?
mlo24 ? ?
mlo25 ? ?
mlo26 T8 5 A Leu?® — Phe
mlo27 Gly 38 > Glu
mlo28 Thr 22 - |le
mlo29 Pro 3 — Leu
mlo30 delecje — deletions brak 6 aminokwaséw — 6 aminoacids lacking

Markery molekularne

Okreslono 3 rodzaje markeréw molekularnych dla genu mlo: polimorfizm dhugosci
fragmentow restrykcyjnych (ang. RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism),
polimorfizm losowo wzmocnionych fragmentow DNA (ang. RAPD = Random Amplified
Polymorphic DNA) i polimorfizm dtugosci fragmentéw amplifikowanych (ang. AFLP =
Amplification Fragment Length Polymorphism) (Hinze i in., 1991; Manninen i in., 1997;
Simons i in., 1997).
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Markery RFLP
Markery RFLP sprzezone z locus Mlo zostaty zidentyfikowane przez Hinze i wsp.

(1991), markery te pozwolity na lokalizacje tego locus na chromosomie 4 jeczmienia.
Dalsze badania nad markerami RFLP dla locus Mlo wykazaty, ze zastosowanie markerow
ABG394 i ABG396 bylo efektywne w praktyce hodowlanej (Hinze i in., 1991; Kleinhofs
i in., 1993; Saghai-Maroof i in., 1994). Fragment chromosomu z locus Mlo wyznaczony
przez dwa najbardziej Scisle sprz¢zone markery RFLP wynosi ok. 2,7 ¢cM. Genom
jeczmienia ma wielkos¢ ok. 4800 Mb, czyli jest ok. 2 razy wigkszy niz genom cztowieka
(Arumuganathan i Earle, 1991), a mapa genetyczna pokrywa ok. 1800 cM (Becker i in.,
1995). Biorac pod uwage wielko$¢ genomu jeczmienia, odcinek odpowiadajacy 2,7 ¢M
zawiera fragment DNA wielkosci kilku Mb.

Markery RAPD

Dla genu mlo zidentyfikowano rowniez markery RAPD w oparciu o przetestowanie 60
linii podwojonych haploidow pochodzacych ze skrzyzowania izogenicznej linii odmiany
Ingrid z genem mloll z odmiang podatng Pokko. Uzywajac analize skrajnych grup
segregantéw (BSA) zidentyfikowano 7 markerow RAPD, z ktorych najsilniej sprzezony
(1,6 cM) byt marker F4-980 (Manninen i in., 1997).

Markery AFLP

Zastosowanie techniki AFLP (Zabeau i Vos, 1993; Vosi in., 1995) pozwala na znacznie
doktadniejsze mapowanie interesujagcego nas fragmentu chromosomu z locus Milo.
Doktadnos¢ ta wynosi przynajmniej 0.1 c¢cM. Technika AFLP zostala uzyta w celu
identyfikacji markerow sprze¢zonych $cisle z locus Mlo i do stworzenia doktadnej mapy
genetycznej fragmentu chromosomu 4, na ktérym zlokalizowany jest ten gen (Simons i in.,
1997). W badaniach tych zostato przeanalizowanych 8000 fragmentow AFLP i uzyskano
18 potencjalnych markerow AFLP dla genu mlo. Technika ta umozliwita szybka oceng ok.
250 tys. loci pod wzgledem ich sprzezenia z locus Mlo i w oparciu o te technike stworzono
fizyczna mape¢ fragmentu DNA, zawierajacego locus Mlo o0 wielkosci 30 kB.

PODSUMOWANIE

Maczniak wlasciwy jeczmienia obniza istotnie ilo§¢ ijako$¢ uzyskiwanego plonu
z porazonych roslin. Ze wzgledu na dynamicznie rozwijajacy si¢ W Polsce przemyst
browarniany intensywnie wzrasta zapotrzebowanie na ziarno jeczmienia 0 bardzo dobrej
jakosci. W obecnej sytuacji ekonomicznej w Polsce stosowanie czestych opryskow
fungicydami nie zawsze jest optacalne i jedyng skuteczng ochrong przed mgczniakiem jest
uprawa odmian odpornych, zwlaszcza odmian z genem mlo warunkujacym trwata
i wysoko efektywna odporno$¢. Przedstawione W pracy podstawowe informacje dotyczace
uwarunkowan genetycznych, fenotypu, mechanizmu odporno$ci oraz badan
molekularnych powinny istotnie pomdc w hodowli odpornosciowej jgczmienia na
maczniaka. Rezultatem wilasciwego wykorzystania odpornosci Mlo przez genetykow,
fitopatologow, hodowcow bedzie zwickszone i bardziej stabilne plonowanie jeczmienia,
a przez to lepsze wyniki ekonomiczne uzyskane przez plantatorow jeczmienia.
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