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Pyramiding winter wheat resistance genes (Pm21 + Pm34) of powdery
mildew of cereals and grasses (Blumeria graminis f. sp. tritici)

Piramidowanie gendw odpornosci (Pm21 + Pm34) pszenicy ozimej
na maczniaka prawdziwego zb6z i traw (Blumeria graminis f. sp. tritici)

Aleksandra Pietrusinska*, Jerzy H. Czembor

Summary

The aim of presented study was pyramiding of two resistance genes (Pm21 + Pm34) of winter wheat powdery mildew (Blumeria
graminis f. sp. tritici) in a one genotype. Resistance genes were introduced into two wheat cultivars: Nadobna and Bogatka, both
presenting high economic value, however, susceptible to population Blumeria graminis f. sp. tritici. The wheat translocation line
6VS/6AL Yangmai 5, which carries the Pm21 gene and line NC97BGTD7, which carries the Pm34 gene, were used as the donors of
resistance to powdery mildew. It was found that the molecular markers which were used in foreground selection: NAU/xibao,
Xbarc177 and Xbarc144, can be effectively and commonly used in breeding programs with combination of traditional method, whose
purpose is to search for sources of resistance to wheat powdery mildew of cereals and grasses. The marker selection and pathology
test allowed obtaining lines that were resistant to B. graminis f. sp. tritici.
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Streszczenie

Celem badan byto wprowadzenie do jednego genotypu (spiramidowanie) dwdch efektywnych genéw odpornosci pszenicy ozime;j
na maczniaka prawdziwego zbdz i traw (Blumeria graminis f. sp. tritici): Pm21 oraz Pm34. Geny odpornosci wprowadzano do odmian
pszenicy: Nadobna oraz Bogatka, o wysokiej wartosci gospodarczej, jednak podatne na populacje B. graminis f. sp. tritici. Donorami
gendw odpornosci byly translokacyjna linia 6VS/6AL Yangmai 5 z dominujgcym genem odpornosci Pm21 oraz linia NC97BGTD7,
z genem Pm34. Stwierdzono, ze markery DNA (deoxyribonucleic acid) (marker NAU/xibao oraz markery mikrosatelitarne Xbarc177
oraz Xbarc144) w sposob efektywny mogg by¢ wykorzystywane w programach hodowlanych opartych na selekcji metodami
tradycyjnymi, ktdrych celem jest poszukiwanie zrédet odpornosci pszenicy ozimej na maczniaka prawdziwego zbdz i traw. Selekcja
molekularna oraz fitopatologiczna umozliwita wyprowadzenie linii odpornych na B. graminis f. sp. tritici.

Stowa kluczowe: maczniak prawdziwy zb6z i traw; pszenica ozima; markery molekularne; piramidy genowe; Pm21 + Pm34
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Wstep / Introduction

Maczniak prawdziwy zboz i traw, ktdrego sprawcg jest
grzyb Blumeria graminis (DC.) E.O. Speer f. sp. tritici
Em. Marchal to grozna choroba pszenicy ozimej w Polsce.
Choroba ta wystepuje kazdego roku, z r6znym nasileniem
na terenie calego kraju, a najwigksze szkody powoduje
w rejonach nadmorskich, potudniowo-wschodnich oraz
centralnej czesci kraju. Wraz z intensyfikacja uprawy zboz
znaczenie tej choroby wzrasta. Porazenie roslin w okresie
wczesnej wiosny niekorzystnie wplywa na ich dalszy
rozwoj, w tym krzewienie. Zmiany chorobowe na lisciach
zmniejszaja powierzchni¢ asymilacyjng 1 ograniczaja
proces fotosyntezy, natomiast wzrost liczby porazonych
zdzbet powoduje spadek liczby i masy ziarniakow, czyli
ujemnie wptywa na jako$¢ i wielkos¢ plonu. Dodatkowo,
duze nasilenie maczniaka prawdziwego zboz 1 traw
powoduje, ze oslabione rosliny sa bardziej podatne na inne
choroby, powodowane przez takie grzyby, jak: Septoria
czy Fusarium spp. (http://doradca-rolniczy.pl/maczniak-
prawdziwy-zboz/). Straty w plonach powodowane przez
maczniaka prawdziwego zb6z i traw wahaja si¢ w prze-
dziale 15-30%. Natomiast przy sprzyjajacej pogodzie
straty te sg znacznie wyzsze i moga sicga¢ nawet do 50%
(Kochman i Wegorek 1997; Tratwal i Jakubowska 2004;
Janczak i Pawlak 2006).

Nowoczesna, proekologiczna produkcja roslinna nasta-
wiona jest na uzyskanie jak najwickszego plonu przy
jednoczesnym ograniczeniu stosowania §rodkéw ochrony
roslin. W ostatnich dziesigcioleciach, w programach
hodowlanych powszechnym stalo si¢ wykorzystywanie
efektywnych zrodet odpornosci jako nosnika stabilnej
i trwalej na przestrzeni lat odpornosci na czesto
wystepujace choroby zbdz. Odpornos¢ na maczniaka
prawdziwego zb6z i traw uwarunkowana jednym genem
jest malo efektywna, poniewaz w populacji patogenu
powstaja rasy z korespondujacymi genami wirulencji.
Dlatego w programach hodowlanych dazy si¢ do tworzenia
kombinacji genéow odpornosci Pm (Powdery mildew):
dwoch (Pm + Pm) lub trzech (Pm + Pm + Pm). I tak, np.
odmiana Ring zawiera profil odpornosciowy (Pmla +
Pm9), linia Yangl581 — (Pm2 + Pm4), polskie odmiany:
Alba, Korweta, Oda, Roma zawieraja kombinacj¢ genow
(Pm2 + Pmo6), chinska linia Yang1583 — (Pm4a + Pm21)
(Kowalczyk i wsp. 1998; Liu i wsp. 2000; Hysing i wsp.
2007; Pietrusinska 2009). Piramida genéw w zestawieniu
odpornosciowym (Pm + Pm + Pm) rodwniez zostala z po-
wodzeniem wprowadzona dla odmian pszenic jarych
i ozimych. U polskiej odmiany pszenicy Polna zidenty-
fikowano kombinacje genéw (Pm2 + Pm3d + Pm4b)
(Kowalczyk i wsp. 1998). Odmiany Pompe oraz Troll
zawieraja segment odpornosciowy (Pmla + Pm2 + Pm9),
natomiast odmiana Sleipner kombinacj¢ genow (Pm2 +
Pm6 + Pm8) (Hysing i wsp. 2007; Pietrusinska 2010;
Pietrusinska i Czembor 2015).

Tworzenie piramid genowych jest procesem dlugo-
trwalym oraz pracochlonnym. Waznym czynnikiem
decydujacym o skutecznosci powodzenia  procesu
hodowlanego jest prawidlowy dobdr tylko efektywnych
zrodet odpornosci. Dlatego tez, rokrocznie przepro-
wadzane sg badania majace na celu okreslenie struktury

wirulencji populacji B. graminis aktualnie wystepujacej na
terenie kraju. Wyniki tych badan, stanowia podstawe
wlasciwego wyboru efektywnych gendow odpornosci, ktore
warunkuja odporno$¢ na tego patogena, a tym samym
powinny by¢ uwzgledniane w programach hodowlanych.
Na podstawie dotychczas prowadzonych badan nad
struktura populacji na terenie Polski stwierdzono, ze
frekwencja izolatow wirulentnych w stosunku do genéw
Pm21, Pm29, Pm36 oraz Pm37 jest niska, i to one powinny
by¢ wykorzystywane w pracach majacych na celu
uzyskanie form pszenicy ozimej o wysokiej odpornosci na
maczniaka prawdziwego zboz i traw (Pietrusinska i Czem-
bor 2014).

Celem badan byfa piramidyzacja dwoch efektywnych
gendw odpornosci: Pm21 oraz Pm34 na maczniaka
prawdziwego zbdz 1 traw (B. graminis f. sp. tritici)
w dwoch odmianach pszenicy ozimej, dobrze przystoso-
wanych do polskich warunkéw przyrodniczych.

Materiaty i metody / Materials and methods

Do badan wlaczono: (1) dwie uprawiane odmiany
pszenicy ozimej o wysokiej wartosci gospodarczej,
wysokoplonujace, ale podatne na populacje B. graminis
f. sp. tritici wystepujace na terenie Polski: Bogatka oraz
Nadobna (DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0.) oraz (2)
dwie linie pszeniczne, linia Pm2] (translokacyjna linia
6VS/6AL Yangmai 5, z dominujagcym genem Pm2l1,
pochodzacym z dzikiego gatunku Haynaldia villosa — syn.
Dasypyrum villosum) oraz linia Pm34 (linia NC97BGTD7
z genem Pm34, pochodzacym z diploidalnego gatunku
Triticum tauschii — syn. Aegilops tauschii, Aegilops squar-
rosa L.). Material wyjSciowy stanowily dwie populacje
mieszancowe: F;BC, (Bogatka x Pm2l) oraz F;BC,
(Nadobna x Pm21).

Testy fitopatologiczne

W badaniach wykorzystano jednozarodnikowy izolat
B. graminis Bgt Kadett. Nalezy on do kolekcji Pracowni
Gromadzenia i Oceny Ro$lin (Instytut Hodowli i Akli-
matyzacji Ro§lin — Panstwowy Instytut Badawczy) (IHAR
— PIB). Doswiadczenia prowadzono w warunkach
kontrolowanych (komora fitotronowa) w izolacji prze-
strzennej, z doswietlaniem przy dlugosci dnia
16 godz. oraz 8 godz. ciemnos$ci i temperaturze w zakresie
16-22°C. Izolat namnazano na roslinach podatnej odmiany
Nimbus. Nastepnie, gdy badane rosliny byly w stadium
w peli rozwinigtego drugiego liScia inokulowano je
poprzez réwnomierne strzasanie zarodnikow konidialnych
z odmiany Nimbus. Po uplywie 8-10 dni prowadzono
ocen¢ porazenia roslin wykorzystujac pigciostopniowa
skale wedlug Mainsa i Daetza, w ktorej liczbowy zapis
oznaczatl odpowiednio: 0 = brak widocznych objawow;
1 = niewielkie nekrozy; 2 = powickszajace si¢ nekrozy
wraz ze skapym zarodnikowaniem; 3 = chlorozy, grzybnie
rozwini¢te, lecz stabo zarodnikujace; 4 = dobrze rozwi-
nigta grzybnia i zarodnikujaca grzybnia. Rosliny o reakcji
0-2 oceniano jako odporne, natomiast 3—4 jako podatne
(Czembor 2008).
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Analizy molekularne

DNA (deoxyribonucleic acid) materialu roslinnego
izolowane bylo dwoma ré6znymi metodami w zaleznosci od
selekcji materialu roslinnego pod wzgledem obecnosci
wprowadzonych genow odpornosci Pm21 oraz Pm34.
Pierwsza metode ekstrakcji DNA przeprowadzono wedhug
metodyki opisanej przez Higgins i wsp. (2000) z drobnymi
modyfikacjami. Z kazdej rosliny pobrano 150 mg dwu-
tygodniowej mtodej tkanki roslinnej. Nastepnie do kazdej,
drobno pocigtej probki roslinnej dodano 1 ml buforu
ekstrakcyjnego TPS (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 M KCl,
10 mM EDTA). Calo$¢ wirowano przez 2 min. przy
12 000 obr./min. Zwirowany material ro$linny zostat
poddany homogenizacji przy uzyciu mtynka miksujacego
MM301 (Retsch, Verder, Katowice, Polska) i czgstotli-
wosci wytrzgsania 30 tys./min. w czterech cyklach
picciominutowych. Utarty material ro§linny wirowano
przez 10 min. przy 18 000 obr./min., a nast¢pnie inkubo-
wano w tazni wodnej przez 15 min. w temperaturze 90°C.
Po zakonczeniu inkubacji, proby roslinne schtodzono na
lodzie i ponownie wirowano przez 10 min. przy
18 000 obr./min. Uzyskany supernatant rozcienczono
w ddH,0 w stosunku 1 : 10 (supernatant : woda).

Po przeprowadzeniu wstgpnej selekcji molekularnej
pod katem obecnosci genu Pm21, wsrdéd analizowanego
materiatu ro§linnego, wyselekcjonowano rosliny, u ktérych
potwierdzono molekularniec obecno$¢ tego genu odpor-
nosci. Nastepnie, za pomoca drugiej metody ekstrakcji
z uzyciem gotowego zestawu DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen INC., 27220 Turnberry Lane, Palencia, CA 91355,
USA), z materialu roslinnego wyizolowano DNA.
W poczatkowej fazie procedury wprowadzono drobne
modyfikacje. Z kazdej rosliny pobrano 200 mg zielonej
tkanki, ktorg homogenizowano w buforze ekstrakcyjnym
przy uzyciu miynka miksujacego MM301 (Retsch, Veder,
Katowice, Polska) i czgstotliwosci wytrzasania 30 tys./min.
w czterech cyklach pigciominutowych. Kolejne etapy
procedury przebiegaly wedlug zalecen producenta zestawu
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Spektrofotometryczny pomiar ilosci UV zaabsorbo-
wanego przez zasady w DNA oznaczono zgodnie
z instrukcjg fluorymetru NanoDrop 3300 (ThermoScienti-
fic, Wilmington, USA).

W celu stwierdzenia wystgpowania genu Pm2]
zlokalizowanego na dlugim ramieniu chromosomu 6AL
(Qi i wsp. 1996), w selekcji wspomaganej markerami
wykorzystano marker o nazwie NAU/xibao o wielkos$ci
generowanego produktu 902 pz — par zasad (Cao i wsp.
2006). Wykorzystany w reakcji amplifikacji starter zostat
zsyntetyzowany przez Sigma-Genosys (Sigma-Genosys
Ltd., London Road, Cambridge, CB2 4EF, Wiclka
Brytania).

Reakcje amplifikacji przeprowadzono w niskoprofilo-
wanych 96-dotkowych ptytkach (Bio-Rad, 1000 Alfred
Nobel Drive Hercules, California 94547, USA).
Powielanie fragmentéw DNA dla markera NAU/xibao
przeprowadzono w ukladzie zawierajacym w 8 pl miesza-
niny reakcyjnej nastgpujace komponenty: 3 pl supernatan-
tu po ekstrakcji DNA metoda TPS, 1 x bufor (MBI
Fermentas, 29-4240 Ridge Lea Road, Amherst NY, 14226
USA), 2,5 mM MgCl, (MBI Fermentas), 0,2 mM dNTPs

(MBI Fermentas), 0,5 uM startera i 1 U polimerazy Taq
(MBI  Fermentas). Powielanie fragmentow DNA
przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler ep
(Eppendorf Poland Sp. z o0.0., Warszawa, Polska), z po-
krywa grzewcza ustawionag na 105°C. Mieszaning
reakcyjng poddano nastgpujacemu profilowi termicznemu:
94°C/3 min. denaturacji wstgpnej, 32 cykle skladajace sig
z: 94°C/30 sek., 55°C/30 sek., 72°C/2 min., koncowy etap
amplifikacji, czyli etap elongacji trwat 5 min.

Rozdziat produktéow amplifikacji dla markerow
NAU/xibao przeprowadzono na 1,5% zelu agarozowym
przy napigciu 240 V, przez 4 godz. w buforze 0,5 x TBE
(0,1 M Tris, 90 mM kwas borowy, 9 mM EDTA).
Otrzymane obrazy rozdzialu wizualizowane byly przy
uzyciu bromku etydyny z wykorzystaniem systemu Gel
Logic 200 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY
14650, USA).

Analiza uzyskanych obrazéow elektroforetycznych
oceniana byla wizulanie. Do wyodrgbnienia roslin z genem
odpornosci Pm21 zostalty wykorzystane wzorce — matryce
odmian bez wprowadzanych genu(éw) odpornosci, jako
kontrola negatywna oraz matryca zroédta odpornosci Pm21,
jako kontrola pozytywna.

W  celu stwierdzenia wystgpowania genu Pm34
zlokalizowanego na dlugim ramieniu chromosomu 5DL
w selekcjonowanym materiale roslinnym wykorzystano
dwa literaturowe, flankujagce markery mikrosatelitarne
Xbarcl77 oraz Xbarcl44. Markery te, oddalone s3 od
locus odpornosci odpowiednio 5,4 cM (oczekiwany
produkt 129-138 pz) oraz 2,6 cM (oczekiwany produkt
235 pz) (Miranda i wsp. 2006). Oba startery zostaly
zsyntetyzowane przez Sigma-Genosys (Sigma-Genosys
Ltd., London Road, Cambridge, CB2 4EF, Wiclka
Brytania). Ponadto, w kazdej z par starterow amplifi-
kujacych loci mikrosatelitarne jeden ze starterdw na koncu
5’ wyznakowany byt barwnikiem fluorescencyjnym ABI —
HEX (barwnik z6tty).

Reakcje  amplifikacji  przeprowadzono  rowniez
w niskoprofilowanych 96-dotkowych ptytkach (Bio-Rad,
1000 Alfred Nobel Drive Hercules, California 94547,
USA). Powielanie fragmentow DNA dla markera
Xbarcl77 oraz Xbarcl44 zostalo przeprowadzone w ukia-
dzie zawierajagcym w objetosci 8 pl mieszaniny reakcyjne;j
nastgpujace komponenty: 3 ul DNA, 1 x bufor (MBI
Fermentas, 29-4240 Ridge Lea Road, Amherst NY, 14226
USA), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM startera
i 1 jednostka polimerazy Taq (MBI Fermentas). W ter-
mocyklerze Mastercycler ep (Eppendorf Poland Sp. z o.0.,
Warszawa, Polska) z pokrywa grzewcza ustawiong na
105°C mieszaning reakcyjng dla markera Xbarcl77 pod-
dano cyklicznym zmianom temperatury w czasie wedlug
programu: 94°C/3 min. denaturacji wstepnej, nast¢pnie
10 cykli sktadajacych si¢ z etapow: 94°C/30 sek.,
50°C/30 sek., 72°C/1 min. oraz 30 cykli: 90°C/30 sek.,
50°C/30 sek., 72°C/1 min. Koncowy etap polimeryzacji
przy temperaturze 72°C przedtuzono do 5 min. Dla marke-
ra Xbarcl44 profil termiczny mieszaniny reakcyjnej roznit
si¢ jedynie temperaturg hybrydyzacji i wynosit 52°C/30 s.

Produkty reakcji PCR dla genu Pm34 rozdzielano za
pomoca analizatora DNA ABI 377XL wyposazonego
w laserowy detektor (Applied Biosystems, Foster City, CA
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04404, USA) i 4,5% denaturujacym zelu poliakrylami-
dowym (Long Ranger Gel Solution, Cambrex Bio Science,
USA) w obecnosci barwnikow: HEX (z6lty) oraz TET
(zielony). Rozdziaty elektroforetyczne prowadzone byly
w buforze 1 x TBE (0,1 M TRIS, 90 mM kwas borowy,
9 mM EDTA). Znakowane produkty amplifikacji przed
naniesieniem na zel poliakrylamidowy denaturowane byty
w obecnosci foramidu, w termocyklerze z temperatura
pokrywy grzewczej nastawiong na 105°C i temperatura
bloku 95°C przez 3 min.

Obserwacje  rozdzialu elektroforetycznego  oraz
zbieranie 1 analizowanie danych przeprowadzono przy
uzyciu programu GeneScan 3.1 (Applied Biosystems).
W celu wyodrebnienia roslin, ktére posiadaty wpro-
wadzony gen odpornoséci Pm34, przeprowadzono selekcje
materiatu roslinnego, wykorzystujac do tego celu wzorzec,
uzyskany produkt dawcy odpornosci. Umozliwito to wybor
pozadanych ro$lin do dalszych etapow prowadzonych
badan.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W pierwsze] czeSci doswiadczenia przeprowadzono
dwa krzyzowania zbiezne, ktore otrzymano po skrzyzo-
waniu pokolenia F;BC; [(Bogatka x Pm2l) x Bogatka]
oraz F;BC; [(Nadobna x Pm2l) x Nadobna] z drugim
zrédlem odpornosci na maczniaka prawdziwego zbdz
i traw — linig Pm34.

Uzyskano czwarte pokolenie F,BC; dwoch populacji
mieszancowych, odpowiednio: [(Bogatka x Pm2l) x
Pm34] oraz [(Nadobna x Pm21) x Pm34]. W wyniku tego
przekrzyzowania zbieznego, otrzymano tacznie 188 roslin.
Na podstawie wynikéw doswiadczenia fitopatologicznego,
do selekcji molekularnej wyselekcjonowano 94 roéliny
odporne na izolat Bgt Kadett. Nastgpnie przeprowadzono
selekcje metodami molekularnymi pod katem obecnosci
genu Pm2]. W celu identyfikacji genu Pm21, wykorzys-
tano marker NAU/xibao. Obecno$¢ genu Pm21 potwier-
dzono tacznie u 80 roslin, i te wlaczono do dalszych badan.
Z roslin tych zostalo wyizolowane DNA, za pomoca kolu-
mienkowego zestawu Plant Mini Kit (QIAGEN), a otrzy-
mane t3 metoda matryce, zostaly wykorzystane do selekcji
materiatu roslinnego pod katem obecnosci genu Pm34 za
pomoca dwodch markeréw mikrosatelitarnych: Xbarcl77
oraz Xbarcl44. Podstawowym kryterium przy selekcji
genotypoéw z genem Pm34 byla potwierdzona jednoczesna
obecno$¢ ukladu markerowego (Xbarcl77 + Xbarcl44).
W przypadku potwierdzenia amplifikacji pojedynczego
markera w badanym materiale ros§linnym, genotypy takie,
byly eliminowane z dalszych etapéw badan. W badanych
dwoch populacjach obecno$¢ genu Pm34 potwierdzono
u 33 roslin. Jedynym kryterium przy selekcji genotypow
o profilu (Pm2l + Pm34) byla potwierdzona obecnos¢
obydwu genéw za pomocag trzech markeréw moleku-
larnych (NAU/xibao + Xbarcl77 + Xbarcl44). Wsrod
188 roslin z dwdch populacji mieszancowych dokonano
selekcji pod wzgledem obecnosci dwoch loci odpornosci,
w wyniku czego do pierwszego krzyzowania wstecznego
wyselekcjonowano 16 ro$lin z populacji [(Bogatka x

Pm21) x Pm34] oraz 17 ro§lin z populacji mieszancowej
[(Nadobna x Pm21) x Pm34].

Wybrane ro§liny skrzyzowano drugi raz wstecznie
z rodzicem wypierajagcym — odmiana pszenicy Bogatka
(pierwsza populacja) oraz z odmiang Nadobna (druga
populacja). Otrzymano F,BC, populacji mieszancowych
[(Bogatka x Pm2I) x Bogatka x Pm34] x Bogatka oraz
[(Nadobna x Pm2l) x Nadobna x Pm34] x Nadobna,
w liczbie odpowiednio 142 oraz 168 roslin.

Na dwoch populacjach F4BC, przeprowadzono selekcje
fenotypowa pod katem oceny odpornosci/podatnoséci na
maczniaka prawdziwego zboz i traw. Na podstawie prze-
prowadzonych testow fitopatologicznych do selekcji
molekularnej wyselekcjonowano 1acznie 201 roslin.
Wykonano ja pod katem obecnosci wprowadzonych
genow odpornosci: (Pm21 + Pm34). W pierwszej kolej-
no$ci wybrano genotypy wedhig oceny molekularnej
odporne na maczniaka prawdziwego zboz i traw. Obecnos¢
genu Pm2] potwierdzono lgcznie dla 111 ro$lin. Nastep-
nie, u wyselekcjonowanych 111 ro$lin zostalo wyizo-
lowane DNA, za pomoca kolumienkowego zestawu Plant
Mini Kit. Przeprowadzono selekcje materialu roslinnego
pod katem obecnosci genu Pm34 za pomoca dwodch
markerow mikrosatelitarnych: Xbarcl177 oraz Xbarcl44.
Podstawowym kryterium przy selekcji genotypow z genem
Pm34 byla potwierdzona jednoczesna obecnos$¢ ukladu
markerowego (Xbarcl77 + Xbarcl44). Obecnos¢ dwoch
markeréw zwigzanych z wystgpowaniem genu Pm34,
w dwoch populacjach mieszancowych, potwierdzono
lacznie dla 45 roslin, odpowiednio 19 roslin z populacji
F,BC, [(Bogatka x Pm21) x Bogatka x Pm34] x Bogatka
oraz 26 roslin z populacji mieszancowej [(Nadobna x
Pm?21) x Nadobna x Pm34] x Nadobna.

Uzyskano pigte pokolenie FsBC, dwoch populacji
mieszancowych {[(Bogatka x Pm21) x Bogatka x Pm34] x
Bogatka} oraz {[(Nadobna x Pm21) x Nadobna x Pm34]
x Nadobna}, odpowiednio 94 oraz 132 rosliny (lgcznie
226 ro$lin). W warunkach kontrolowanych (fitotron)
oceniono odpornos¢ wytworzonych dwodch populacji
mieszancowych FsBC, na inokulacj¢ izolatem Bgt Kadett.
Na podstawie testow fitopatologicznych do selekcji
molekularnej wybrano Iacznie 168 roslin. Analogicznie do
poprzednich etapow selekcji materiatu ro§linnego w pierw-
szej kolejnosci przeprowadzono selekcje materiatu roslin-
nego w celu potwierdzenia obecnos$ci genu Pm21 z wyko-
rzystaniem specyficznego markera NAU/xibao. Na
podstawie wynikoéw reakcji amplifikacji obecno$¢ genu
Pm2] stwierdzono Iacznie dla 106 badanych roslin.
Przeprowadzono selekcje molekularng materiatu roslin-
nego pod katem obecnosci wprowadzanego drugiego genu
odpornosci na maczniaka prawdziwego pszenicy zboz
i traw — Pm34. Z wykorzystaniem dwoch markeréw mikro-
satelitarnych w  analizowanych dwoch populacjach
mieszancowych, obecno$¢ genu Pm34 potwierdzono
tacznie dla 56 roslin, odpowiednio 22 roslin z populacji
FsBC, {[(Bogatka x Pm2l) x Bogatka x Pm34] % Bo-
gatka} oraz 34 roSlin z populacji mieszancowej
{[(Nadobna x Pm21) x Nadobna x Pm34] x Nadobna}.

Otrzymano szdste pokolenie F¢BC, dwodch populacji
mieszancowych {[(Bogatka x Pm21I) x Bogatka x Pm34] x
Bogatka} oraz {[(Nadobna x Pm21) x Nadobna x Pm34] %
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Tabela 1. Analiza molekularna (selekcja gendw) oraz ocena odpornosci na mgczniaka prawdziwego zbdz i traw
Table 1. Molecular analysis (foreground selection) and assessment of resistance to powdery mildew of cereals and grasses

Pokolenie — Generation F,BC,

F,BC, FsBC, F¢BC,

Populacja — Population

[(Bogatka x Pm21) x Bogatka x Pm34] x

[(Nadobna x Pm21) x Nadobna x Pm34] x
{[(Nadobna x Pm21) x Nadobna x Pm34]
{[(Bogatka x Pm21) x Bogatka x Pm34] x
{[(Nadobna x Pm21) x Nadobna x Pm34]

«© | {[(Bogatka x Pm21) x Bogatka x Pm34] x

> | & | R |[(Bogatka x Pm21) x Bogatka x Pm34]
S| % | R |[(Nadobna x Pm21) x Nadobna x Pm34]

< = = Z = <

\ < s | S| 8 5 | 5 5 |

g = ° g = S g = S g

Q < Q 15} < el ) < =l >

N on =] N on < N on < N

< =) < < =) Z < =) Z <

~ 2] ~ M X &~ M X ~
Ocena fenotypowa — Resistance test 188 142 168 | 310 4 1 132 | 226 108 144 | 252
Selekcja molekularna Pm21 80 61 50 111 | 41 65 106 56 63 119
Molecular selection (Pm21 + Pm34) 33 19 | 26 | 45 [ 22| 34 | 56 | 26 | 33 | 56

Nadobna}, odpowiednio 108 oraz 144 rosliny (tacznie
252 roslin). Material ro$linny poddano selekcji feno-
typowej pod katem odporno$ci na maczniaka prawdziwego
zb6z i traw. Reakcja odpornosci na B. graminis charak-
teryzowalo si¢ tacznie 178 roslin F¢BC,. Nastepnie, na
wszystkich ros$linach przeprowadzono selekcj¢ mole-
kularng pod katem obecnosci genu Pm2/. Do dalszego
etapu badan wybrano tacznie 119 roslin, na ktorych
nastgpnie przeprowadzono identyfikacje genu Pm34 przy
uzyciu dwoch flankujacych marker6w SSR. Na podstawie
rozdzialow elektroforetycznych, obecno$¢ genu Pm34
zidentyfikowano lacznie u 143 roslin. Zestawiajac wyniki
z przeprowadzonych selekcji molekularnych, obecnosé
gendw (Pm21 + Pm34) potwierdzono u 59 roSlin,
odpowiednio 26 linii z populacji F¢BC, {[(Bogatka x
Pm21) x Bogatka x Pm34] x Bogatka} oraz 33 roslin
z populacji mieszancowej FsBC, {[(Nadobna x Pm21l) x
Nadobna x Pm34] x Nadobna}. W tabeli 1. przedstawiono
uzyskane wyniki selekcji fenotypowej oraz molekularne;j.

Wszystkie otrzymane homozygotyczne linie o profilu
odporno$ciowym (Pm21 + Pm34) zostaly przekazane do
Krajowego Centrum Ro$linnych Zasobow Genowych
w Radzikowie IHAR —PIB oraz stanowi¢ beda wyjsciowy
materiat ro$linny, ktéory wykorzystany zostanie w kolej-
nych pracach badawczych.

Piramidyzacja genow jest skutecznym zabiegiem
uzyskania kompleksowej odpornosci na kilka patogenow
i roznych ich ras (patotypéw). Kumulacja genow
warunkuje odporno$§¢ na wazne, z rolniczego punktu
widzenia, choroby zbdz i przyczynia si¢ do znacznego
ograniczenia stosowania $rodkéow  ochrony roslin.
Odporno$¢ roslin uprawnych na patogeny i szkodniki
powinna by¢ rdéznorodna genetycznie, trwala i stabilna
w czasie oraz efektywna w réznych warunkach $rodo-
wiskowych. O trwalosci piramid genowych stanowia prace
badawcze przeprowadzone zaréwno w $wiatowych, jak

i krajowych programach hodowlanych. W wyniku wielo-
letnich badan do polskiej odmiany Nadobna oraz nie-
mieckiej odmiany Lexus wprowadzono kombinacje dwoch
efektywnych ~ genéw  odpornosci w  kombinacji
(Lr41(=Lr39) + Pm21) (Pietrusinska i wsp. 2011, 2013).
Wytworzony materiat zostal nastgpnie wlaczony do
programéw hodowlanych prowadzonych przez polskie
spotki hodowlane. W dunskich odmianach pszenic spira-
midyzowano efektywne geny odpornosci w kombinacjach:
(Pm4b + u), (Pm2 + Pm6 + Pm8) oraz (Pm6 + u), ktore
w testach fitopatologicznych charakteryzowaty si¢ reakcja
odpornosci w odniesieniu do zastosowanych izolatéw
(Hysing i wsp. 2007). Elkot i wsp. (2015) wprowadzit do
indyjskich roslin dwa geny odpornosci na maczniaka
prawdziwego zbdz i traw w polaczeniu (PmTb74.1 +
PmTb7A4.2). Przy wykorzystaniu markeréw molekularnych
oraz w warunkach naturalnej infekcji, w doswiadczeniach
polowych przeprowadzono selekcje roslin o spiramidyzo-
wanym profilu genetycznym (Elkot i wsp. 2015). Na
podstawie biezacej literatury naukowej, brak jest
przyktadow wuzyskania efektywnej piramidy genowej
(Pm21 + Pm34), jaka zostala uzyskana przez zesp6t prof.
Jerzego H. Czembora. Wyselekcjonowane genotypy, cha-
rakteryzuja si¢ wysoka odpornoscia na maczniaka
prawdziwego zbdz i traw (B. graminis f. sp. tritici)
warunkowana dwoma efektywnymi genami Pm przy
jednoczesnym zachowaniu korzystnych, innych cech
uzytkowych.

Whioski / Conclusions
1. Markery DNA w sposob efektywny moga by¢

wykorzystywane w programach hodowlanych opartych
na selekcji metodami tradycyjnymi, ktorych celem jest
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poszukiwanie zroédet odpornosci pszenicy ozimej na
maczniaka prawdziwego zb6z i traw.

. Translokacyjna linia 6VS/6AL Yangami 5 (donor genu
gen Pm21) oraz linia NC97BGTD7 (donor genu gen
Pm34) moga by¢ wykorzystywane w programach
hodowlanych pszenicy ozimej jako zrédla na macz-
niaka prawdziwego zbdz i traw i stworzenie piramidy

3. Marker NAU/xibao oraz markery mikrosatelitarne

Xbarcl77 1 Xbarcl44, a takze oceny fenotypowe
prowadzone metodami tradycyjnymi mogg wspomagac
programy hodowlane, ktérych celem jest uzyskanie
form pszenicy ozimej o wysokiej odpornosci na
maczniaka prawdziwego zb6z i traw, uwarunkowane
genami Pm21 oraz Pm34 jednocze$nie.

genowej (Pm21 + Pm34).
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