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Summary

The most efficient, cost effective, and safe method of controlling and limiting the presence of pathogen is cultivation of resistant
varieties of wheat. The development of disease-resistant varieties is very important because pathogens often develop and form new
races or strains. Those varieties accumulate few types of gene resistant to a particular disease. Pyramiding host-plant resistance genes
is one of the most effective approaches in plant breeding. The aim of the research was to evaluate the usefulness of molecular
markers: Xgwm205, Xcfd81 and Whs350 in identifying the resistance of the Pm2 to powdery mildew in 27 varieties of wheat of
different origins. The collection of these varieties belongs to the Department of Genetics and Plant Breeding, University of Life
Sciences in Poznan. The analyses of the SSR-PCR revealed that the Xgwm205 was the most effective marker used to identify the Pm2
gene and it appeared in 25 out of 27 analyzed varieties of wheat. The Xcfd81 identified the gene in 21 varieties of wheat and resulted
in an amplification measuring 283 bp. The Whs350 was the weakest in identifying the Pm2 gene. It resulted in a product measuring
598 bp, which appeared in only 9 of the analyzed varieties. Based on the conducted analysis, the Xgwm205 and Xcfd81 molecular
markers are the most accurate in identifying the Pm2 gene.
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Streszczenie

Najbardziej skuteczng, ekonomiczng i bezpieczng metodg kontrolowania i ograniczenia wystepowania patogena jest uprawianie
odmian odpornych. Przetamywanie odpornosci przez nowe rasy patogendow jest powodem hodowli nowych odmian, w ktdrych
probuje sie zgromadzi¢ kilka gendéw odpornosci na dang chorobe. Piramidyzacja gendw jest mozliwa dzieki wykorzystaniu
funkcjonalnych markeréw molekularnych do bezposredniej identyfikacji genéw. Celem badan byta ocena przydatnosci markeréw
molekularnych Xgwm205, Xcfd81 oraz Whs350 do identyfikacji genu odpornosci Pm2 na maczniaka prawdziwego zbdéz i traw
u 27 odmian pszenicy zwyczajnej o zrédznicowanym pochodzeniu, znajdujgcych sie w kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roslin
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. W wyniku analiz SSR-PCR stwierdzono, ze najbardziej skutecznym markerem do identyfikacji
genu Pm2 byt marker Xgwm205 dajacy produkt o dtugosci 143 pz, ktory pojawit sie u 25 z 27 analizowanych odmian pszenicy. Marker
Xcfd81 dajacy produkt amplifikacji o dtugosci 283 pz zidentyfikowat gen Pm2 u 21 odmian. Markerem najstabiej identyfikujgcym gen
Pm2 w badanej kolekcji odmian byt Whs350 dajacy produkt o dtugosci 598 pz, ktéry pojawit sie tylko u 9 analizowanych odmian. Na
podstawie przeprowadzonych analiz do identyfikacji genu Pm2 zaleca sie markery molekularne Xgwm205 oraz Xcfd81.

Stowa kluczowe: pszenica; hodowla; odpornos¢; markery molekularne
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Wstep / Introduction

Obok rdzy brunatnej i rdzy z6itej maczniak prawdziwy
zb0z i traw jest jedng z grozniejszych choréb grzybowych
powodujacych duze straty w plonach zb6z na $wiecie
(Parks i wsp. 2008; Walker i wsp. 2011; Klocke i wsp.
2013). Straty te moga sigga¢ nawet 50% w przypadku
pszenicy oraz 15% w pszenzycie (Czembor i wsp. 2013;
Mwale i wsp. 2014). Obecnie hodowla odpornych odmian
ro$lin uprawnych jest uznawana za najlepsza i najbardziej
ekonomiczng metod¢ walki z chorobami i szkodnikami,
poniewaz intensywna chemiczna ochrona roslin nie
pozostaje obojetna dla $srodowiska i budzi coraz wigkszy
sprzeciw konsumentéw. Uprawa odmian odpornych,
w tym réwniez na maczniaka prawdziwego zbdz i traw
(Blumeria graminis f. sp. tritici) pozwala w sposéb
skuteczny 1 bezpieczny zmniejszy¢ ilos¢ stosowanych
fungicydoéw przy jednoczesnym wzro$cie jakosci i ilosci
plonu. Szczegdlnie przydatng metoda w hodowli odpornos-
ciowej jest selekcja przy uzyciu markeréw molekularnych
MAS (Marker-Assisted Selection), ktéra pozwala na
wykrycie obecnosci okreslonych genow lub QTL (Quanti-
tative Trait Loci) w roslinach. Obecnie poznano 41 genéw
Pm odpornosci na maczniaka prawdziwego zboz i traw
pochodzacych z pszenicy i 8 genow Pm z zyta (McIntosh
i wsp. 2013).

Celem badan byla ocena przydatnosci markerow
molekularnych Xgwm?205, Xcfd81, Whs350 do identy-
fikacji genu odpornosci Pm2 na maczniaka prawdziwego
zb6z 1 traw u odmian pszenicy zwyczajnej o zrdznico-
wanym pochodzeniu.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiatem ros$linnym uzytym do badan bylo 27 od-
mian pszenicy zwyczajnej o zréznicowanym pochodzeniu
(tab. 1). Jak wynika z informacji z banku genéw National
Small Grains Collection znajdujacego si¢ w Agriculture
Research Station (Aberdeen) odmiany te charakteryzuja si¢
dobrg odpornoscia na maczniaka prawdziwego zbo6z i traw
oraz zawieraja geny Pm2. Odmiany te wchodza w sktad
kolekcji pszenicy zwyczajnej zgromadzonej w Katedrze
Genetyki i Hodowli Ro$lin Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu.

Material do badan pobrano z 10-dniowych siewek
uzyskanych ze skietkowanych w warunkach laboratoryj-
nych ziarniakow. Z kazdej odmiany, z losowo wybranych
5 roslin pobrano fragment liscia do izolacji. Izolacje DNA
prowadzono wykorzystujac zestaw do izolacji DNA
z ro$lin Genomic Mini AX PLANT firmy A&A BIO-
TECHNOLOGY zgodnie z dolaczona procedurg. Proby po
izolacji rozcienczano wodg destylowang w celu uzyskania
jednolitego stezenia DNA 40 ng/ul. St¢zenia sprawdzano
przy uzyciu fluorymetru NanoDrop. Reakcje PCR
(Polymerase Chain Reaction) przeprowadzono w mieszani-
nie o skladzie: woda — 5 pl, DreamTaq “'Green PCR
Master Mix — 6,25 pl, startery — 2 x 0,25 ul (stezenie
koncowe starterow wynosito 20 uM), matryca DNA — 1 pl.
W celu stwierdzenia obecno$ci genu Pm2 w odmianach
wykorzystano trzy specyficzne markery: Xgwm205,
Xcfd81, Whs350, do identyfikacji ktorych uzyto trzech par
starterow. Sekwencje starterow pochodza z bazy danych
Grain Genes (https://wheat.pw.usda.gov/):

Tabela 1. Lista badanych odmian oraz wykaz hodowcow, badZ reprezentantow (pelnomocnikdow)
Table 1. List of studied cultivars and the list of breeders or representatives

Odmiana Hodowca/reprezentant Odmiana Hodowca/reprezentant
Cultivar Breeder/representative Cultivar Breeder/representative
1 |Agra KCRZG IHAR PL 15 :\4"&”5 . |RAGT Seeds Ltd UK
untsman
- Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa N
2 | Almari IHAR PL 16 | Meister RAGT FR
3 | Atomic* Limagrain Advanta Nederland BV NL 17 | Novalis* Deut_sche Saatveredelung Lippstadt-Bremen GmbH
zu Lippstadt DE
4 | Bussard* KWS Lochow GMBH DE 18| Planet KCRZG IHAR PL
5 | Clever* Saatenvertrieb Nord Erhardt Eger OHG 19| Primus* Deut_sche Saatveredlung Lippstadt-Bremen GmbH
DE zu Lippstadt DE
6 |Finezja* DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0. PL 20 | Sparta BGCz CSK
7 |Florian* Nordsaat GmbH DE 21 | Thatcher BGCz CSK
8 |Hondia* Danko Hodowla Roslin Sp. z 0.0. PL 22 | Tobak* Saaten-Union DE
9 | Impression* | Saatzucht Schweiger GbR DE 23 | Tonacja* Hodowla Roélin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR PL
10 | Juma KCRZG IHAR PL 24 | Torysa* Semillas Battle SA ES
11| Kamila* Matopolska Hodowla Ros$lin-HBP 25| Ulka BGCz CSK
Sp.zo.0.PL
12 | Kobra* g/é”;’%ofk;‘LH"dOWIa Rolin-HBP 26 | Wydma* Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR PL
13| Lama KCRZG IHAR PL 27| Zorza* Matopolska Hodowla Ro$lin-HBP Sp. z 0.0. PL
14 | Lear* Limagrain GmbH DE - - -

*baza odmian roélin — plant cultivar database — European Commission
(http:/ec.europa.eu/food/plant/plant_propagation_material/plant_variety catalogues_databases)
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Xgwm205 - F:5’CGACCCGGTTCACTTCAG3’, R:5’AGTCGCCGTTGTATAGTGCC3’
Xcfd81 — F:5’TATCCCCAATCCCCTCTT3’, R:5’"GTCAATTGTGGCTTGTCCCT3’
Whs350 - F:5’AGCTGTTTGGGTACAAGGTG3’, R:5’TCCCCTGTGCTACTACTTCTC3".

Po zoptymalizowaniu reakcj¢ PCR przeprowadzono
w termocyklerze TProfesional Basic z firmy POLYGEN
w tych samych warunkach niezaleznie od identyfiko-
wanego markera, profil réznil si¢ tylko temperatura
przylaczania starterow ustalong zgodnie z temperaturg ich
topnienia: denaturacja wstepna — 3 min. w 94°C, 40 cykli
(denaturacja — 30 s w 94°C, przylaczanie starterow — 1 min.
w 54°C, 58°C, 63°C, synteza — 1 min. w 72°C), synteza
koncowa — 5 min. w 72°C, przechowywanie max. 24 h
w 4°C. Elektroforez¢ prowadzono w 2,5% zelu agarozo-
wym zanurzonym w buforze TBE 1X przy uzyciu pradu
o napieciu 100 V i natezeniu 200 mA. Do wizualizacji
wynikéw wykorzystano transiluminator Molecular Imager
Gel Doc™ XR oraz ImageLab™ Software firmy Biorad.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W wyniku przeprowadzonych analiz PCR-SSR z wy-
korzystaniem markera Xgwm205 sprzezonego z genem

Maris Huntsman

Hondia
Zorza
Juma
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Kamila

Pm2 zidentyfikowano specyficzny produkt amplifikacji
o dlugosci 143 pz u 25 sposrod 27 analizowanych odmian
(rys. 1, 2). Marker ten nie pojawit si¢ w przypadku odmian
Impression i Planet (rys. 2). Analizujgc obrazy elektro-
foretyczne po reakcji PCR-SSR, w ktérej wykorzystano
startery identyfikujace marker Xcfd81, specyficzny produkt
o dlugosci 283 pz pojawil si¢ w 21 analizowanych
genotypach (rys. 3, 4). Markera nie zaobserwowano u na-
stepujacych odmian: Lama, Maris Huntsman i Kamila
(rys. 3) oraz Meister, Finezja i Impression (rys. 4). Jako
trzeci marker sprzezony z genem Pm2 testowano Whs350
dajacy produkt o dhugosci 598 pz. W wyniku przepro-
wadzonych analiz marker ten zaobserwowano tylko
w 9 sposrod 27 genotypow (rys. 5, 6). Produkt o dlugosci
598 pz pojawit si¢ u odmian: Maris Huntsman, Bussard
i Sparta (rys. 5) oraz Meister, Impression, Atomic, Ulka,
Tonacja i Lear (rys. 6). Jak przedstawiono na zalaczonych
elektroforogramach u wszystkich analizowanych odmian
pojawil si¢ przynajmniej 1 z 3 analizowanych markerow
sprz¢zonych z genem Pm2.
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W — wzorzec — standard, pz — bp

Rys. 1. Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera Xgwm205 genu Pm2 u odmian pszenicy
Fig. 1. Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker Xgwm205 of gene Pm2 in wheat cultivars
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Rys. 2. Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera Xgwm205 genu Pm2 u odmian pszenicy
Fig. 2. Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker Xgwm?205 of gene Pm2 in wheat cultivars
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Rys. 3. Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera Xcfd81 genu Pm2 u odmian pszenicy
Fig. 3. Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker Xcfd81 of gene Pm2 in wheat cultivars
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Rys. 4. Elektroforogram przedstawiajacy wystepowanie markera Xcfd81 genu Pm2 u odmian pszenicy
Fig. 4. Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker Xcfd81 of gene Pm2 in wheat cultivars
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Rys. 5. Elektroforogram przedstawiajacy wystepowanie markera Whs350 genu Pm2 u odmian pszenicy
Fig. 5. Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker Whs350 of gene Pm2 in wheat cultivar
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Rys. 6. Elektroforogram przedstawiajacy wystgpowanie markera Whs350 genu Pm2 u odmian pszenicy
Fig. 6. Agarose gel electrophoresis showing the presence of a marker Whs350 of gene Pm2 in wheat cultivars
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Kluczowym czynnikiem wplywajacym na plon nie
tylko pszenicy, ale wszystkich roslin jest porazenie przez
patogeny. Jedng z najczeSciej pojawiajacych si¢ chorob
pszenicy zwyczajnej 0 znaczeniu ekonomicznym obok
rdzy brunatnej i zoltej jest maczniak prawdziwy zbo6z
i traw (B. graminis f. sp. tritici). Obecnie najbardziej
skuteczng 1 bezpieczng metoda ochrony roslin przed
patogenami jest uprawa odmian odpornych. Dzigki wpro-
wadzeniu do genomu pszenicy genoéw odpornosci na
maczniaka prawdziwego zboz i traw, mozna zapobiec
rozprzestrzenianiu si¢ choroby, a tym samym ustabili-
zowac¢ plon. Odporno$¢ na maczniaka prawdziwego zbdz
i traw warunkowana jest pojedynczym genem R. Po-
jedyncza mutacja w genie Avr patogena powodujaca
zmian¢ tego genu czgsto prowadzi do przetamania
monogenicznej odpornosci rosliny. W tej sytuacji dazy si¢
do piramidyzacji genoéw, aby zapewni¢ im jak najlepsza
ochrone przed patogenami (McDonald i Linde 2002).
Jednym z powszechnie wykorzystywanych w pirami-
dyzacji gendéw odpornosci na maczniaka prawdziwego
zb6z i traw jest gen Pm2 (Alam i wsp. 2011).

Gen odpornosci na maczniaka prawdziwego zboz
i traw Pm2 jest szeroko wykorzystywany i wystepuje
w wielu odmianach pszenicy (Bennett 1984; Lutz i wsp.
1992, 1995; Paderina i wsp. 1995; Huang i wsp. 1997).
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 wsp. 2002; Parks i wsp.
2008). Mimo, ze genu tego nie mozna traktowac jako
glownego czynnika odporno$ci u roslin moze on okazac
si¢ bardzo uzyteczny w polaczeniu z innymi genami
odpornosci na maczniaka prawdziwego zbdz i traw (Ma
i wsp. 2011).

W polskich odmianach pszenic ozimych i jarych
najczesciej spotyka si¢ nastgpujace kombinacje genow
odpornosci na maczniaka prawdziwego zbdz i traw: Pm2 +
Pm5, Pm2 + Pm6, Pm3d + Pm8, Pm3d + Pm nieokres-
lony, Pm5 + Pm8, Pm1 + Pm2 + Pm nieokre$lony, Pm1 +
Pm3d + Pm4b, Pm2 + Pm3d + Pm4b, Pm2 + Pm6 + Pm
nieokreslony, Pm3d + Pm4b + Pm nieokreslony oraz Pm1
+ Pm2 + Pm9 + Pm4b (Pietrusinska 2010). Istnicje wiele
przyktadéw wprowadzania efektywnych genéw odpor-
nosci do jednego genotypu. Liu i wsp. (2000) wprowadzili
dwa geny odpornosci na maczniaka prawdziwego zbdz
i traw w kombinacjach: Pm4a + Pm21 oraz Pm2 + Pm21
do chinskiej odmiany pszenicy Yangl158. Obecnie prébuje
si¢ piramidyzowac geny odpornosci na roézne patogeny.
Pietrusinska (2010) wykorzystujac selekcje wspomagang
markerami molekularnymi wprowadzita do odmiany Lexus
gen odpornosci na rdzg brunatng Lr4l oraz gen odpornosci
na maczniaka prawdziwego zb6dz i traw Pm21.

W pracy oceniano przydatnos¢ markerow moleku-
larnych Xgwm205, Xcfd81, Whs350 do identyfikacji genu
odpornosci Pm2 na maczniaka prawdziwego zb6z i traw
u 27 odmian pszenicy zwyczajnej o zrdéznicowanym
pochodzeniu. W wyniku analiz SSR-PCR stwierdzono, ze
najbardziej skutecznym markerem do identyfikacji genu
Pm2 jest marker Xgwm205 dajacy produkt o dlugosci
143 pz, ktory pojawit si¢ u 25 z 27 analizowanych odmian
pszenicy. Drugim, co do skutecznos$ci identyfikacji genu

Pm2, testowanym w pracy markerem okazat si¢ Xcfd81
dajacy produkt amplifikacji o dhligosci 283 pz u 21 od-
mian. Jak wynika z najnowszych badan prowadzonych
przez Ma i wsp. (20153, b, ¢) zaréwno marker Xgwm?205,
jak i Xcfd81 okazaly si¢ skutecznymi wskaznikami
$wiadczagcymi o obecnosci genu Pm2 w analizowanych
genotypach. W pracy Gao i wsp. (2012) autorzy wykazali,
ze markery Xgwm205 i Xcfd81 sa sprzezone rowniez z ge-
nem Pm46. Poczatkowo sadzono, ze geny zidentyfikowane
w odpornych na maczniaka prawdziwego zb6z i traw od-
mianach Tabasco i Ulka sg réznymi formami allelicznymi
genu Pm2. W toku analiz udowodniono, ze gen Pm46 w od-
mianie Tabasco r6zni si¢ od genu Pm2 w odmianie Ulka.

Mimo, iz w niektérych krajach doszlo do przelamania
odpornosci na maczniaka prawdziwego zbdz i traw niesio-
nej przez gen Pm2 caly czas prowadzone sg prace zwig-
zane z tym genem czego dowodem jest praca Ma i wsp.
(2016), ktorzy wykorzystujac markery specyficzne oraz
markery SNP zidentyfikowali nowa forme alleliczna
PmFG genu Pm2 w mieszancach pochodzacych z prze-
krzyzowania bardzo odpornej zarowno w stadium siewki,
jak 1 rosliny dorostej francuskiej linii FG-1 z genotypem
Mingxian169.

Najmniej specyficznym markerem identyfikujacym gen
Pm2 w badanej kolekcji odmian jest Whs350 dajacy
produkt o dhugosci 598 pz, ktory pojawil sie u 9 anali-
zowanych odmian. Z uwagi na stabg specyficzno$¢ jest on
najrzadziej opisywany w najnowszej literaturze sposrod
testowanych markerdow.

W toku analiz wytypowano 6 odmian, u ktoérych udato
si¢ zidentyfikowa¢ trzy testowane markery sprzezone z ge-
nem Pm2. Nalezg do nich: Bussard, Sparta, Atomic, Ulka,
Tonacja i Lear. Odmiany te mozna traktowaé jako
referencyjne stanowigce pewne zrodlo genéw odpornosci
na maczniaka prawdziwego zb6z i traw Pm2.

W ostatnich 10 latach odkryto i zmapowano wiele
skutecznych gendéw odpornosci na maczniaka prawdzi-
wego zboz i traw. Sa to na przyktad: Pm34 (Miranda i wsp.
2006), Pm35 (Miranda i wsp. 2007), PmY39 (Zhu i wsp.
2006), PmY201 i PmY212 (Sun i wsp. 2006), MIm2033,
MIm80 i Pm2026 (Yao i wsp. 2007; Xue i wsp. 2008),
PmLK906 (Niu i wsp. 2008) oraz Pm43 (He i wsp. 2009).

Kumulacja réznych kombinacji genéw warunkujacych
odpornos¢ na wazne z punktu widzenia rolniczego choroby
jest metoda powszechnie stosowang w programach hodow-
lanych na calym $wiecie.

Whnioski / Conclusions

1. Wykazano przydatno§¢ markerow molekularnych
Xgwm205 oraz Xcfd81 do identyfikacji genu Pm2
u pszenicy zwyczajnej.

2. Najmniej specyficznym markerem genu Pm2 jest
Whs350, poniewaz pojawit sie tylko u 9 sposrod 27 tes-
towanych odmian.

3. Odmianami, u ktérych zidentyfikowano gen Pm2 przy
uzyciu trzech markerow z nim sprzgzonych sa:
Bussard, Sparta, Atomic, Ulka, Tonacja i Lear, mozna
je traktowac jako formy referencyjne stanowigce pewne
zrodlo tego genu.
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