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Streszczenie. Selekcja z wykorzystaniem markerow DNA okazuje si¢ niezbgdna w przy-
padku braku mozliwosci identyfikacji genow odpornosci przy uzyciu testow fitopatolo-
gicznych, w szczegolnosci, gdy nie do wszystkich gendéw odpornosci zostaty zidentyfi-
kowane wirulentne izolaty patogena. Celem pracy byta identyfikacja genéw Pm?2, Pm3a,
Pm4b i Pm6 u 17 odmian i 1 linii pszenicy zwyczajnej z wykorzystaniem markeré6w mo-
lekularnych. Obecno$¢ wszystkich analizowanych genow Pm stwierdzono w odmianie
Kredo. Kumulacjg genow Pm2, Pm4b i Pm6 stwierdzono w odmianach: Novalis, Clever,
Primus, Meister, Finezja i linii VPM. Odmiana Asosan posiadata skumulowane geny Pm2,
Pm3aiPm6. W odmianach Kranisch, Aron, Sokrates, Meridien, Cetus , KWS Pius, Atomic
i Hadden stwierdzono obecno$¢ gendow Pm2 i Pm6. W odmianie Compliment stwierdzono
gen Pm3, a w przypadku odmiany Prins nie stwierdzono obecnosci zadnego markera ana-
lizowanych genow Pm. Do najlepszych genotypow posiadajacych spiramidyzowane 3 lub
4 geny Pm zaliczamy: Kredo, Asosan, Novalis, Clever, Primus, Meister, Finezja i linig
VPM. Moga one stanowi¢ zrodto genow odpornosci na maczniaka prawdziwego.

Stowa kluczowe: pszenica zwyczajna, markery DNA, maczniak prawdziwy

WSTEP

Wprowadzenie do powszechnego uzycia chemicznych $rodkow ochrony roslin stwo-
rzylo wrazenie tatwego zwalczania organizméw szkodliwych dla roslin i ochrony plo-
néw. Nadmierne, nie zawsze uzasadnione, stosowanie Srodkow ochrony roslin niesie za
soba jednak liczne niebezpieczenstwa, takie jak: presja na srodowisko naturalne i ograni-
czanie bioréznorodno$ci agrocenoz, pojawianie si¢ organizméw szkodliwych dla roslin
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odpornych na dziatanie §rodkéw ochrony roslin, obecno$é pozostatosci srodkow ochrony
roslin w ptodach rolnych w ilo$ciach zagrazajacych zdrowiu konsumentdéw. Potrzeba po-
szukiwania rozwiazan, ktore pozwolityby zapewni¢ ochrong upraw przed organizmami
szkodliwymi dla ro$lin na odpowiednim poziomie, pozwalajacym na zachowanie opta-
calnosci ekonomicznej produkcji rolniczej, przy jednoczesnym ograniczeniu opisanych
powyzej skutkow negatywnych, doprowadzita do opracowania podstaw integrowane;j
ochrony roslin. Integrowana ochrona roslin jest to sposob walki z organizmami szko-
dliwymi, polegajacy na wykorzystaniu wszystkich dostgpnych metod ochrony roslin,
w szczegolnosci metod niechemicznych, w sposob minimalizujacy zagrozenie dla zdro-
wia ludzi, zwierzat oraz dla srodowiska.

W programach hodowlanych powszechne stalo si¢ wykorzystywanie efektywnych
zrédetl odpornosci jako nosnika stabilnej i trwatej na przestrzeni lat odporno$ci na czgsto
wystgpujace choroby zboz [Pietrusinska i Czembor 2017]. Obok rdzy brunatnej i rdzy
z6ltej maczniak prawdziwy zbdz i traw jest jedna z grozniejszych chorob grzybowych
powodujacych duze straty w plonach zb6z na §wiecie [Parks i in. 2008, Walker i in. 2011,
Klocke i in. 2013]. Straty te moga sigga¢ nawet 50% w przypadku pszenicy oraz 15%
w pszenzycie [Czembor i in. 2013, Mwale i in. 2014]. Poniewaz odporno$¢ na macznia-
ka prawdziwego warunkowana jednym genem jest mato efektywna w programach ho-
dowlanych, dazy si¢ do tworzenia kombinacji genow Pm. Tworzenie piramid genowych
jest procesem pracochtonnym, a czynnikiem decydujacym o skuteczno$ci powodzenia
procesu hodowlanego jest dobor efektywnych zroédet odpornosci. Hodowla odpornoscio-
wa zb6z dysponuje narzedziami genetyki molekularnej, ktore z powodzeniem moga by¢
wykorzystywane w selekcji korzystnych genotypow. Celem pracy byta identyfikacja ge-
néw Pm2, Pm3a, Pm4b i Pm6 u odmian i linii pszenicy zwyczajnej o zréznicowanym
pochodzeniu.

MATERIAL | METODY

Materiatem ros$linnym uzytym do badan bylo 17 odmian i jedna linia pszenicy zwy-
czajnej o zroéznicowanym pochodzeniu (tab. 1). Jak wynika z literatury, odmiany te cha-
rakteryzuja si¢ dobra odpornoscia na maczniaka prawdziwego i moga zawieraé rozne
geny Pm. Odmiany te wchodza w sklad kolekcji pszenicy zwyczajnej zgromadzonej
w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

Materiat do badan pobrano z 10-dniowych siewek uzyskanych ze skielkowanych
w warunkach laboratoryjnych nasion. Izolacj¢ DNA prowadzono wykorzystujac zestaw
do izolacji DNA z ro$lin Genomic Mini AX PLANT firmy A&A BIOTECHNOLOGY
zgodnie z dotaczona procedura. Proby rozcienczano woda destylowana w celu uzyskania
jednolitego stezenia 40 ng/pul. Reakcje PCR (polymerase chain reaction) przeprowadzono
w mieszaninie o sktadzie: woda — 5 pl, DreamTaq™Green PCR Master Mix — 6,25 pl,
startery — 2 x 0,25 pl (stezenie koncowe starterow wynosito 20 pM), matryca DNA —
1 pl. W celu stwierdzenia obecnosci gendw Pm w odmianach i linii wykorzystano cztery
specyficzne markery: Xcfd81 dla genu Pm?2 [https://wheat.pw.usda.gov/:], Pm3a dla genu
Pm3a [Tommasini i in. 2006], STS 421 dla genu Pm4b [Yiiin. 2008], NAU/STSBCD135
dla genu Pmé6 [Yiiin. 2008]. Sekwencje starteréw zamieszczono w tabeli 2.
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Tabelal. Odmiany i linia oraz wykaz hodowcow badz reprezentantéw (pelnomocnikow)

Table 1. Cultivars, line and a list of breeders or representatives

Odmiana Odmiana
— Linia Hodowca — reprezentant — Linia Hodowca — Reprezentant
Cultivar Breeder — representative Cultivar Breeder — Representative
— Line — Line
Aron Syngenta Cereals GmbH DE Kredo Nordsaat Saatzucht GmbH DE
KWS
Asosan BGCz CSK Pius KWS Lochow GMBH DE
Atomik  Limagrain Advanta Nederland BV NL Meister RAGT 2n DE
Cetus Semundo Saatzucht GmbH DE Meridien Svalof Weibull AB DK
Clever Saatenvertrieb Nord Erhardt Eger OHG Novalis Deutsche Saatveredlung Lippstadt-
DE -Bremen GmbH zu Lippstadt DE
Compli- Deutsche Saatveredlung Lippstadt- Primus Deutsche Saatveredlung Lippstadt-
ment -Bremen GmbH zu Lippstadt DE -Bremen GmbH zu Lippstadt DE
Finezja =~ DANKO Hodowla Roélin sp. z 0. 0. PL Prins BGCz CSK
Saatzucht Engelen Biichling e.K.,
Hadden BGCz CSK Sokrates Inh. Katrin Dengler DE
Kranich Syngenta Cereals GmbH DE VPM BGCz CSK

Tabela 2. Sekwencje starterow oraz temperatura ich przytaczania w identyfikacji genow Pm2,
Pm3a, Pm4b i Pm6

Table 2. Primers sequences and annealing temperature of the molecular markers linked to Pm2,
Pm3a, Pm4b and Pm6 genes

Gen — Marker Sekwencje startera Temperatura przylaczania starterow
Gene — Marker Primer sequence Annealing temperature
Pm2— Xcfdsl F:5’"TATCCCCAATCCCCTCTT3 58°C

R:5’GTCAATTGTGGCTTGTCCCT3’

Ponia - Pr3 F:5GGAGTCTCTTCGCATAGA3’ s1ec
maa—Ltmaa R:5’CAGCTTCTAAGATCAAGGAT?3’

F:5°CTCATTCTTGTTTTACTTCCTTCAGT3’

Pmdb =STS 241 R:5’GTCTCGTCTTCAGCATCCTATACA3’ 36°C
Pm6 — NAU/ F:5’GCTCCGAAGCAAGAGAAGAA3’ 570C
/STSBCD135 R:5’TCTGCTGGTCCTCTGATGTG3’

Po zoptymalizowaniu reakcj¢ PCR przeprowadzono w tych samych warunkach nieza-
leznie od identyfikowanego genu, profil roznit sig tylko temperatura przytaczania starte-
réw ustalona zgodnie z temperatura ich topnienia: denaturacja wstgpna — 3 min. w 94°C,
40 cykli (denaturacja—30 s. w 94°C, przytaczanie starteréw — 1 min. w 58°C, 51°C, 56°C,
57°C, elongacja — 1 min. w 72°C), synteza koncowa — 5 min. w 72°C, przechowywanie
max. 24 h w 4°C. Elektroforez¢ prowadzono w 2,5-procentowym zelu agarozowym.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Jak wynika z przeprowadzonych analiz PCR-SSR z wykorzystaniem markera Xcfd§1
sprzgzonego z genem Pm2, specyficzny produkt amplifikacji o dtugosci 283pz zidenty-
fikowano u 16 sposrdd 18 analizowanych genotypdw (rys. 1). Marker ten nie pojawil si¢
tylko w przypadku odmian Compliment i Prins (tab. 3).
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Rys. 1.  Elektroforogram przedstawiajacy wyst¢gpowanie markera Xcfd81genu Pm2 u odmian, li-
nii pszenicy

Fig. 1.  Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker Xcfd81 gene Pm2 in to
cultivars and line of wheat

Tabela 3. Obecnos¢ genéw Pm2, Pm3a, Pm4b and Pm6 u odmian i linii pszenicy o zréznicowanym
pochodzeniu

Table 3. Presence of Pm2, Pm3a, Pm4b and Pm6 genes in varieties and lines of wheat of different
origins

Odmiany i linia | Obecno$¢ genu Pm2 |Obecnos¢ genu Pm3a|Obecnos¢ genu Pm4b| Obecnos¢ genu Pm6
Varieties and line| Presence Pm2 gene | Presence Pm3a gene | Presence Pm4b gene | Presence Pm6 gene
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W badaniach nad identyfikacja genu Pm3a specyficzny produkt o dtugosci 642pz
pojawit si¢ w 2 analizowanych odmianach Asosan i Kredo (rys. 2, tab. 3).
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Rys. 2.  Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera Pm3a genu Pm3a u odmian,
linii pszenicy

Fig.2.  Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker Pm3a gene Pm3a in to
cultivars and line of wheat

Jako trzeci testowano marker STS 241 dajacy produkt o dtugosci 241pz sprzg¢zony z ge-
nem Pm4b. W wyniku przeprowadzonych analiz marker ten zaobserwowano w 7 sposrod
18 testowanych genotypdw (rys. 3). Wyrazny produkt o dlugosci 241pz pojawit si¢ u od-
mian: Kredo, Novalis, Clever, Primus, Meister, Compliment, Finezja i linii VPM (tab. 3).
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Rys. 3.  Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera STS 241 genu Pm4b u odmian,
linii pszenicy

Fig. 3. Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker S7S 241 gene Pm4b in to
cultivars and line of wheat

Ostatni z testowanych markerow to NAU/STSBCD135 genu Pm6. Obecnos¢ specy-
ficznego markera o dtugosci 230pz stwierdzono w 16 na 17 testowanych odmian i jednej
lini VPM (rys. 4). Produktu o dlugosci 230pz. nie stwierdzono w odmianach Compliment
i Prins (tab. 3).
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Rys. 4. Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera NAU/STSBCD135 genu Pm6 u
odmian, linii pszenicy

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker NAU/STSBCDI135 gene
Pm6 in to cultivars and line of wheat

Gtownym celem dzisiejszej produkcji roslinnej jest uzyskanie jak najwyzszego plonu
przy jednoczesnej minimalizacji stosowania $rodkéw ochrony roslin. Uprawa odmian
o korzystnych cechach gospodarczych, w tym rowniez o wysokim potencjale ich plono-
wania, $cisle zwiazana jest z ich odpornoscia. Hodowla odpornosciowa dysponuje na-
rz¢dziami zarowno genetyki klasycznej, jak i molekularnej, ktére z powodzeniem moga
by¢ wykorzystywane w celu uzyskania roslin odpornych [Pietrusinska i Czembor 2015].
Obecnie liczne systemy markeréw molekularnych sa niezb¢dnym narzedziem wykorzy-
stywanym do identyfikacji gendw odpornosci na ré6znego rodzaju choroby grzybowe, do
ktorych zaliczamy maczniaka prawdziwego zboz i traw.

Jak wskazuja wyniki, marker genu Pm2 pojawil si¢ we wszystkich analizowanych ge-
notypach z wyjatkiem odmian Compliment i Prins. Odporno$¢ warunkowana genem Pm2
nie jest skuteczna w stu procentach z uwagi na obecno$¢ wirulencji w wielu obszarach
geograficznych [Persaud i Lipps 1995, Niewoehner i Leath 1998, Duan i in. 2002, Parks
iin. 2008]. Mimo ze genu tego nie mozna traktowac jako gléwnego czynnika odpornosci
u roslin moze on okazac si¢ bardzo uzyteczny w potaczeniu z innymi genami odporno-
$ci na maczniaka prawdziwego [Ma i in. 2011]. Mimo braku stuprocentowej odpornosci
w odmianach zawierajacych gen Pm2 caly czas prowadzone sa prace zwiazane z tym
genem, czego dowodem jest praca Ma i innych [2016], ktorzy wykorzystujac markery
specyficzne oraz markery SNP zidentyfikowali nowa formg alleliczna PmFG genu Pm2
w mieszancach pochodzacych z przekrzyzowania bardzo odpornej zaréwno w stadium
siewki, jak i rosliny dojrzatej francuskiej linii FG-1 z genotypem Mingxian169. Huang
i Roder [2004] analizowali 32 genotypy pod katem obecnosci réznych gendéw Pm, osta-
tecznie potwierdzili obecno$¢ genu Pm2 w odmianie Ulka.

Huang i Roder [2004] wykazali obecnos¢ genu Pm3a w odmianie Asosan, ktdra wraz
z innymi genotypami byta przedmiotem analiz tej pracy. Produkt o dtugosci 642pz pojawit
si¢ w odmianie Asosan i Kredo. Tommasini i inni [2006] réwniez zidentyfikowali marker
genu Pm3a w odmianie Asosan. Odmiana ta moze stanowi¢ dobre Zrodto genow odporno-
$ci na maczniaka prawdziwego, poniewaz w wyniku analiz z wyjatkiem genu Pm3a ziden-
tyfikowano w niej réwniez markery genéw Pm2 i Pm6. Kolejna dobra odmiang stanowiaca
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bardzo dobre zrédlo gendow Pm jest odmiana Kredo. Jak wynika z literatury posiada ona
gen Pm3a. W odmianie tej zidentyfikowano réwniez markery pozostalych analizowanych
genow Pm, czyli Pm2, Pm4b i Pm6. Piramidyzacja 4 genéw Pm, stawia ja na pierwszym
miejscu sposrod testowanych odmian.

Jako trzeci testowano marker genu Pm4b. Wyrazny produkt o dlugosci 241pz sprzg-
zony z tym genem pojawit si¢ u odmian: Kredo, Novalis, Clever, Primus, Meister, Com-
pliment, Finezja i linii VPM. Hao i inni [2008] w swojej pracy wymienili lini¢ VPM jako
zrédlo genu Pm4b. Podobnie Yi i inni [2008] zidentyfikowali w linii VPM cztery markery
sprzgzone z genem Pm4b: Mel2/Em7 205, MeS/Em7 220, Xgwm382 125 oraz anali-
zowany w pracy STS 241. Identyfikacja 4 specyficznych markerow genu Pm4b w linii
VPM pozwala na uznanie jej za dobre zrddto tego genu, dodatkowo w linii tej zidenty-
fikowano markery genéw Pm2 i Pm6. Schmolke i inni [2012] wymieniaja jako dobre
zrédlo genu Pm4b nie testowana w pracy odmiang Armada.

W badaniach marker NAU/STSBCD 135 genu Pm6 pojawil si¢ u wszystkich analizowa-
nych genotypow procz Compliment i Prins. Na przydatno$¢ markera NAU/STSBCD135
do identyfikacji genu Pm6 wskazali w swojej pracy rowniez Keska i inni [2015].

Kumulacje wszystkich analizowanych genéw Pm stwierdzono w odmianie Kredo.
Kumulacje¢ genéw Pm2, Pm4b i Pm6 stwierdzono w odmianach: Novalis, Clever, Primus,
Meister, Finezja i linii VPM. Odmiana Asosan posiadata skumulowane geny Pm2, Pm3a
i1 Pm6. W odmianach Kranisch, Aron, Sokrates, Meridien, Cetus, KWS Pius, Atomic
i Hadden stwierdzono obecno$¢ genow Pm?2 i Pm6. W przypadku odmiany Compliment
stwierdzono obecnos$¢ genu Pm4b, z kolei w odmianie Prins nie stwierdzono obecnosci
zadnego markera analizowanych genow Pm. Do najlepszych genotypow posiadajacych
spiramidyzowane 3 lub 4 geny Pm zaliczamy: Kredo, Asosan, Novalis, Clever, Primus,
Meister, Finezja i lini¢ VPM. Stanowia one dobre zrodto gendow odpornosci na maczniaka
prawdziwego. Pozostate genotypy z wyjatkiem odmiany Prins moga by¢ rowniez dobrym
zrédlem genow odpornosci na maczniaka.

W polskich odmianach pszenic ozimych i jarych najczgSciej spotyka si¢ nastgpuja-
ce kombinacje gendw odpornosci na maczniaka prawdziwego: Pm2+Pm5, Pm2+Pm6,
Pm3d+Pmé8, Pm3d+Pm nieokreslony, Pm5+Pm8, PmI+Pm2+Pm nicokreslony, Pml+
+ pm3d+Pm4b, Pm2+Pm3d+Pm4b, Pm2+Pm6+Pm nieokreslony, Pm3d+Pm4b+Pm
nieokreslony oraz PmI+Pm2+Pm9+Pm4b [Pietrusinska 2010]. Kumulacja r6znych kom-
binacji genow warunkujacych odporno$¢ na wazne z punktu widzenia rolniczego choroby
jest metoda powszechnie stosowana w programach hodowlanych na catym $wiecie.

WNIOSKI

1. Genotypy posiadajace spiramidyzowane 3 lub 4 geny Pm to: Kredo, Asosan, Novalis,
Clever, Primus, Meister, Finezja i lini¢ VPM. Stanowia one dobre zrodto genow od-
pornosci na maczniaka prawdziwego.

2. Dobrym zrédlem gendéw odpornosci na maczniaka moga by¢ rowniez odmiany:
Kranisch, Aron, Sokrates, Meridien, Cetus, KWS Pius, Atomic i Hadden, u ktorych
stwierdzono obecno$¢ gendw Pm?2 i Pmé6.
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IDENTIFICATION OF PM2, PM3A, PM4B AND PM6 GENES IN SELECTED
WHEAT VARIETIES AND LINE

Summary. The use of molecular markers in genetics and plant breeding is a convenient
and sometimes necessary diagnostic tool used to create gene pyramids. Accumulation
of several resistance genes using DNA markers enables the identification of individual
genes which are part of the gene pyramid. Selection on the DNA level is essential when
identification of the resistance genes using phytopathologycal tests is not able. The aim
of the study was to identify Pm2, Pm3a, Pm4b and Pm6 genes in varieties and lines of
wheat of different origins. The accumulation of all analyzed Pm genes was found in Kredo
variety. The accumulation of the Pm2, Pm4b and Pm6 genes was found in: Novalis, Clever,
Primus, Meister, Finezja varieties and VPM line. The Asosan variety carried Pm2, Pm3a
and Pm6. The presence of Pm2 and Pm6 genes was found in: Kranisch, Aron, Socrates,
Meridien, Cetus, KWS Pius, Atomic and Hadden varieties. The Pm3a gene was found in
the Compliment variety, while in the Prins variety no marker of the analyzed Pm genes was
found. The best genotypes having accumulation of 3 or 4 genes are: Cretaceous, Asosan,
Novalis, Clever, Primus, Meister, Finezja varieties and VPM line. Those varieties are a very
good source of resistance genes to Powdery mildew. Other genotypes, with the exception of
the Prins variety, may also be a good source of resistance genes to Powdery mildew.

Key words: wheat, DNA markers, powdery mildew
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