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Charakterystyka zroznicowania genetycznego
i identyfikacja genéw Pm6 w nowych liniach hodowlanych
pszenicy zwyczajnej za pomagmarkerow DNA

Characterization of genetic diversity and identtiima of Pm6 genes
in new breeding lines of common wheat with DNA neaek

StreszczeniePrzeprowadzone w niniejszej pracy badania miatgala okrélenie poziomu zré-
nicowania genetycznego wybranych linii hodowlanymzenicy zwyczajnej oraz identyfikacj
genu odpornéci na mczniaka prawdziwegd®m6. Obecné¢ tego genu jest gadana w puli
genowej zbd, w tym pszenicy, gayprzyczynia s do wzrostu odporrigi odmian, a tym samym
ograniczenia straty plonéw powodowanychceniakiem prawdziwym. W wyniku przeprowadzo-
nych bada potwierdzono obecr6 genuPm6 w 8 obiektach uzyskanych z linii hodowlanych.
Oceny zrénicowania genetycznego dokonano w oparciu o marRé&yD. W reakcji z 7 starte-
rami uzyskano 58 fragmentéwsrid ktorych 45 (77,6%) byto polimorficznych. W jegjmeakcji
otrzymano od 4 (w przypadku startera A05) do 12 @&hrtera D6) amplifikonéw. Utworzono
matrye indekséw podobigstwa genetycznego Dice’a w oparciu o wyniki kiagalimorfizmu
markeréw RAPD. Wartd indekséw podobigstwa wahata giod 0,72 do 0,96.

Stowa kluczowe genPm6, pszenica zwyczajna,gtezniak prawdziwy, marker molekularny

WSTEP

Choroby powodowane przez grzyby pagaicze wystpuja co roku i powoduj du-
ze straty plondéw. Najestsze z nich to: ptzniak prawdziwy, zgorzel podstavigzbta
i tamliwos¢ podstawyzdzbta, zgorzel podstawydzbta i korzeni oraz rdza nasdiach,
septorioza plew, fuzarioza ktoséw [Korbas i in. 208orbas i Danielewicz 2011]. Naj-
wicksze straty plonéw zwrane § z wystpowaniem mczniaka prawdziwego, ktory
powodowany jest przez grzyumeria graminis, oraz rdzy brunatnej, ktérej czynnikiem
infekcyjnym jest grzylPuccinia recondita [Korbas i Danielewicz 2011, Cao i in. 2015].
Z roku na rok wicej uwagi péwieca sé odporndci pszenicy na gtzniaka prawdziwe-
go. Z tego wzgldu podejmowanegsdziatania majce na celu kontrolowanie tej choroby
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oraz jej zwalczenie. Jedrz najbardziej efektywnych metod ograniczania yystvania
maczniaka prawdziwego jest uprawa odmian zawiesajh efektywne geny odporém
wspomagana odpowiednimi zabiegami agrotechniczn@dporné¢ uprawianych od-
mian zb& na choroby powodowane przez grzyby izfivde duze zr&nicowanie linii
hodowlanych pod wzgtlem genetycznym jest jednym zam&jszych elementow nowo-
czesnej produkcji idinnej. Znajomdé¢ rodzaju gendéw odporkoi obecnych w uprawia-
nych odmianach jest konieczna do interpretacji Wsdéznosci migdzy populaci pato-
genu a jego gospodarzem. W celu uzyskaniagsnych odmian iin niezkxdne jest
doktadne poznanie, izolacja, a rgstie wprowadzenie do danego genotypu genéw na-
dajacych odporn& na choroby wywotane obectwis grzybow. Identyfikacja genow
odporndci na poszczego6lne patogeny oraz élerdie ichloci jest dziataniem nadgjym
kierunek hodowli odpornigiowej [Cao i in. 2015, Pengtao i in. 2015].

Odporng¢ pszenicy na choroby powodowane przez grzyby uvkanana jest wy-
stepowaniem genéw z grugym. Do tej pory zidentyfikowano ponad 70 genBwm zlo-
kalizowanych na 49oci [Hao i in. 2015]. Jednym z najbardziej efektywnygdnow
przeciwko maczniakowi prawdziwemu pszenicy jest gem6. Zostat on przeniesiony do
pszenicy zwyczajnej Zriticum timopheevii przez rekombinag¢jpomidzy genomem B
T. aestivum a genomem (. timopheevii [Rong i in. 2000, Tao i in. 2000, Pengtao
i in. 2015]. W celu okréenia lokalizacji gen6wm na chromosomach stosuje sbzne
techniki, tj. testy fizjologiczne oparte na intecakzywiciel-patogen, analizy chromoso-
mowe (cytogenetyczne) oraz analizy oparte na wystaniu markeréw molekularnych
[Chen i Chelkowski 1999, Zeller i in. 2002]. Najigym narzdziem do potwierdzenia
obecndci gendw odpornéei 53 markery molekularne.aSwykorzystywane m.in. do wy-
znaczania genetycznego znécowania materiatow wygiowych czy genotypowej selek-
cji roslin [Bohn i in. 1998, Bonnett i in. 2005, NowakovesR006 Cwikli aska i in. 2010,
Lamare i Rao 2015].

Celem pracy bylo okéenie poziomu zrénicowania genetycznego wybranych linii
hodowlanych pszenicy zwyczajnej jarej oraz idekdja genuPm6 za pomog marke-
réw molekularnych RAPD.

MATERIAL | METODY

Materiat do bada stanowity 24 proby uzyskane z linii hodowlanychcpadzcych
z Hodowli Ralin Smolice (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8), Rakigj Hodowli Rglin
(P9, P10, P11, 912, P13, P14, P15, P16) oraz Hodmélin Strzelce (P17, P18, P19,
P20, P21, P22, P23, P24).

Materiat do badia stanowity losowo wybrane ziarniaki badanych limidowlanych.
Izolacje materiatu biologicznego przeprowadzono zgodnieetony Milligana [1992].
Stezenie DNA oceniono elektroforetycznie nelu agarozowym poprzez poréwnanie ze
wzorcem masy MssRuler DNA Ladder (Fermentas, LitwRNA rozcieaczono do
20 ngful, zamrazono w -20°C do czasu dalszych analiz.

W celu identyfikacji genu Pm6 zastosowano par starterOw: starter
R:  NAU/STScpisso.  (5'-GCTCCCAACCAAGAGAAGAA-3) oraz  starter
F: NAU/STSicpiss2r (5-TCTGTCGGTCCTCTGATGTG-3) [Ji i in. 2008]. Reek
amplifikacji prowadzono na termocyklerze ThermaleycT1l Biometra. W sktad mie-
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szaniny reakcyjnej wchodzity: bufor (1x¢spny); dNTP (0,19 mM); MgCl (2 mM);
starter R (0,23 pmol); starter F (0,23 pmol); peliaza Taq (1U). Zastosowano rast
jacy profil termiczny: denaturacja vegina — 94°C/240 s; denaturacja — 94°C/30 g; wi
zanie starterOw — 56°C/60 s; synteza — 72°C/&9rgpza kdcowa — 94°C/300 s; prze-
chowywanie — 4°C; liczba cykli — 44.

Analize podobidstwa genetycznego prowadzono w oparciu 0 markery RAWVil-
liams i in. 1990]. W sktad mieszaniny reakcyjnejmdzity: bufor (1x szony); dNTP
(0,2 mM); MgCl (1,5 mM); starter (0,67 pmol); polemraza Taq (0,7 U). W dwiadcze-
niu zastosowano siedemzriych sekwencji starterowych (tab. 1). Reakamplifikacji
prowadzono na termocyklerze Thermalcycler T1 Biomettosujc odpowiednio dobra-
ny profil termiczny (denaturacja vegtna — 94°C/240 s; denaturacja — 94°C/45 gzawi
nie starterow 56°C/45 s; synteza — 72°C/45 seggnkdicowa — 94°C/420 s; przecho-
wywanie — 4°C; liczba cykli — 44).

Tabela 1. Charakterystyka starterow zastosowanydbzas reakcji RAPD
Table 1. Features of primers used in the RAPD raacti

Starter Sekwencja 5'-3'
Starter Sequence 5'-3'
A05 AGG GGT CTT G
A08 GTG ACGTAG G
A9 GGG TAACGCC
D6 ACC TGA ACG G
U300 GGC TAG GGC G
U534 CACCCCCTGC
w18 TTC AGGGCAC

Produkty amplifikacji rozdzielono nzelu agarozowym o &teniu 1,5% w buforze
TBE (89 mM Tris-borate, 2,5 mM EDTA) zawiegaym bromek etydyny (0,01%). Elek-
troforez prowadzono przez 90 minut przy ngpu 120 V.Zele podwietiono lamp
UV, a nastpnie fotografowano, wykorzystg system dokumentacjeli PolyDoc. Mag
prazkéw okrelono poprzez poréwnanie z markerem wigtioGeneRule™ 100 bp
DNA Ladder Plus (Fermentas, Litwa).

W analizie polimorfizmu brak lub obecitoprazka traktowano jako pojedyngze-
che iprzypisywano jej odpowiednio wafb O lub 1. Podobigstwo genetyczne
(SI —similarity index) pomiedzy parami wszystkich badanych form oszacowano rzigod
z formul Dice’a [Nei i Li 1979]. W oparciu o matrgcS| wykonano analiz skupie
metod, srednich podczern UPGMA (unweighted pair group method with arithroetive-
rage), stosugc program NTSYS-pc [Rohlf 2001].

WYNIKI I DYSKUSJA

W prezentowanej pracy dokonano oceny podditiea genetycznego w oparciu
o polimorfizm identyfikowany metedRAPD. W tym celu poskono sé technilg matryc
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podobigéstwa genetycznego Dice’a, a ngmstie skonstruowano dendrogram badanych
genotypow metogl UPGMA. Wyniki bada polimorfizmu markeréw RAPD materiatu
badawczego stanowily podstawlo utworzenia matrycy indekséw podatsewva gene-
tycznego Dice’a. War6 indekséw podobiestwa wahata siod 0,72 dla P1 do 0,96
pomiedzy P7 a P8Srednio wartéé¢ podobigéstwa pomidzy wszystkimi rozpatrywanymi
obiektami wynosita 0,78. Jednodénée najwiksze podobigstwo do wszystkich pozosta-
tych genotypow wykazaty P2, P3, P4, P5, P7, najjsméezd P1. Na podstawie analizy
indeks6w podobigstwa mana stwierdzi, ze genotypy pochodee z Hodowli Rélin
Smolice charakteryzowaty ¢sinajwickszym podobigstwem genetycznym. Najbardziej
zréznicowane byly genotypy pochagtz z Hodowli Rélin Strzelce. Uzyskana matryca
Sl, zwana take matryg indekséw podobigstwa genetycznego Dice’a, stanowita pod-
stave do wykonania analizy skupienetody UPGMA. W topologii dendrogramu wyié
niono 2 grupy skupie(rys. 2). Na dendrogramie badane obiekty uleglyainie klaste-
ryzacji, wykazugc przy tym zréanicowany stopi# pokrewigistwa. Pierwszy klaster af
pie¢ badanych obiektéw z Hodowli Bln Strzelce. W olgbie tej grupy najbardziej
zblizone do siebie pod wzglem genetycznym okazatyesP19 oraz P20. Najeksze
réznice za wykazaly P23 wzgdem P21 i P22. Natomiast w drugiej, najkgzej grupie
znalazto sj 18 pozostatych genotypéw. W tym zbiorze wygdmhic mozna 2 subklastry.
Wigkszy, obejmujcy 12 genotypdw, zawiera niemal wszystkie obiekty pochogze

z Hodowli Ralin Smolice oraz przewajaca czé¢ genotypow Pozneskiej Hodowli
Raélin. W rozpatrywanej grupie najgiszym podobigstwem cechowaly siP7 oraz P8.
Sa to zarazem najbardziej zibtine do siebie pod waglem genetycznym obiektysvdd
wszystkich badanych prob. Drugi subklaster twd@zobiekty oznaczone jako P10, P11,
P12 oraz 3 obiekty pochogtz z Hodowli Rélin Strzelce. Najbardziej odmienny gene-
tycznie od pozostatych okazat ssbiekt P1. Utworzyt on na dendrogramie najbardziej
odrebmg grupe. Analizowany materiat biologiczny charakteryzovsat zréznicowaniem
genetycznym. Linie, w ktérych zidentyfikowano gePiy6, prawie catkowicie nafe do
odrgbnego ramienia skupie Wyjatek stanowi jedna linia — P1, wykazo@ jednoczénie
najmniejsze pokrewistwo wzgédem pozostatych obiektéw.

W hodowli raslin bardzo wanym zagadnieniem jest szybka i pewna identyfikacja
gendw odpornéci na choroby wywotane obecsug grzybow, w tym mczniaka praw-
dziwego. Obecnie jednym z najbardziej efektywnyeimdyv odpornéci na myczniaka
prawdziwego w pszenicy jest g&m6. Jego obecrié w znacznym stopniu przyczynia
si¢ do poprawy plonowania. Cennym ngdziem w hodowli rélin staj sic dobrze opra-
cowane markery molekularne untisviajace precyzyjn selekcg pozadanych genoty-
péw. Nad opracowaniem skutecznych znacznikdw mddekych dla gendPm6, umaz-
liwiajacych identyfikac} tego genu w pszenicpracowali Tao i in. [2000]. Materialem
badawczym byly izogeniczne linie zawieieg genPm6. W celu zmapowania odpo-
wiedniego fragmentu chromosomu i identyfikacji gemgkorzystali metod RFLP. Au-
torzy zidentyfikowali dwa markery, ktére okazaty skuteczne w wykrywaniu polimor-
ficznychloci. Dalsze badania przeprowadzone na pokolepjuoEvierdzity przydatn&
sondy BCD135 w wykrywaniloci xbcd135 na dtugim ramieniu chromosomu 2&isle
skorelowanym z gene®@m6. W oparciu o wiedg na temat skutecznego zastosowania
fragmentu BCD135 w analizie RFLP dalsze badaniggtiadi i in. [2008]. Ich celem
byto opracowanie znacznikéw STS uitiwiajagcych skuteczmi wysokowydajr identy-
fikacje genuPm6. Autorzy badali 4 markery skonstruowane na baglievencji BCD135
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(NAU/STSBCD135-1; NAU/STSBCD135-2; STS003 i STSQO0A) efekcie przeprowa-
dzonych bada stwierdzili, ze markery STS003 oraz STS004 nieskuteczne w identy-
fikacji genuPm6 (w ich przypadku nie zaobserwowano polimorficznymoduktow).
Wyniki wykazaly, ze zaréwno NAU/STSBCD135-1, jak i NAU/STSBCD135-2hby
scisle powpzane z generPmg, jednak doktadniejsze rezultaty odnotowano prat@a
sowaniu znacznika NAU/STSBCD135-2. Wyniki te potdizap badania Kowalczyka
i in. [2011], kt6rzy zastosowali ten viteie marker do wykrywania genu odpoobPm6
w pszenycie. W badaniach wtasnych do identyfikacji géPma6 wykorzystano startery
opracowane przez Ji i in. [2008]. Poge#eniu do PCR starterow NAU/STSBCD135-2
uzyskano produkty amplifikacji o wielkoi 135 pz w 8 liniach nalgcych do Hodowili
Raélin Smolice (rys. 1). Obecr6 tego fragmentu DNA potwierdza obeét@enuPm6
odporndci na myczniaka prawdziwego w badanych genotypach pszenicy.

M1 23 45678 9 10111213 14151617 181920 21 22 213 4

400

300

200

100

Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny produktéw uzyskdmw wyniku reakcji ze starterem
NAU/STSBCD135-2. M — marker wielkoi; sciezka 1-8 — proby pszenicy jarej pochade
z Hodowli Ralin Smolice,$ciezka 9—16 — proby pochodee z Pozniskiej Hodowli Rdlin;
$ciezka 17—24 — préby pochogize z Hodowli Rélin Strzelce
Fig. 1. Electrophoretic separation of productsiobthby reaction with primer NAU/STSBCD135-2. M
— size marker; path 1-8 — attempts from Plant Brge®imolice, path 9-16 — attempts from the Poznan
Plant Breeding; path 17—24 — attempts from SteZelant Breeding

Efektywnas¢ programéw hodowlanych me by zwigkszona poprzez poszerzenie
puli genowej i biorénorodndci odmian. Ocena z#hicowania genetycznego w oparciu
o markery molekularne dostarcza informacji na teenétnicowania odmian i materia-
tow hodowlanych, dystansu genetycznego materialgysorowych oraz ich filogenezy
[Nagaoka i Ogihara 199%wiklinska i in. 2010, Lamare i Rao 2015]. W badaniach
whasnych do analizy polimorfizmu linii hodowlanyplszenicy zwyczajnej wykorzystano
7 starterow RAPD. Wszystkie generowaly stabilneraarye pgzki, co potwierdza przy-
datndg¢ tych znacznikbw molekularnych w niniejszej anaizitacznie uzyskano
58 fragmentow DNA. W jednej reakcji otrzymano odwl przypadku startera A05) do
13 (dla startera D6) odcinkdw DNA. Spod zidentyfikowanych fragmentéw &7,6%
(45) byto polimorficznych. Najmniej pgkéw polimorficznych ulegato amplifikacji po
zastosowaniu startera A9 — 2, a ngpgj w przypadku starterow D6 oraz W18 — po 12.
Produkty monomorficzne pojawityesiv wyniku amplifikacji ze wszystkimi zastosowa-
nymi starterami. Otrzymano 13 takich fragmentéw, stanowito 22,4% ogoéinej puli
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produktéw. Najwgcej, bo a 30,8% (4) pszkdw monomorficznych uzyskano w przy-
padku reakcji ze starterem U300. Znacznie mniefdpktdw wykazujcych monomor-
fizm, bo po 1 pzku (po 7,7%), zidentyfikowano w przypadku starteré@5, AO8

i U534. Spérod analizowanych starteréw ponad potowa (4) imgjla amplifikacg
produktéw specyficznych dla pojedynczych genotypdagc ogdtem 7 takich ampliko-
néw. Weréd wszystkich zastosowanych markeréw genetyczmaibardziej skuteczny
okazat st D6 oraz W18, genera w jednakowym stopniu najekisz; ilos¢ fragmentéw,
w tym takze najweksz liczbe odcinkéw polimorficznych.
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Rys. 2. Dendrogram UPGMA w oparciu o markery RAPD-P — préby pszenicy jarej pocho-
dzace z Hodowli Rélin Smolice, P9—-P16 — proby pochade z Pozniskiej Hodowli Rglin,
P17-P24 — préby pochagtze z Hodowli Rélin Strzelce
Fig. 2. UPGMA dendrogram based on RAPD markers. B1—&tempts from Plant Breeding
Smolice, P9—P16 — attempts from the Poznan PlaridBrg, P17—-P24 — attempts from Strzelce
Plant Breeding

Nagaoka i Ogihara [1997] wykorzystali markery RAPBSR i RFLP do oceny
zréznicowania genetycznego zboOAutorzy stwierdzili,ze markery ISSR oraz RFLP
generuy wiccej polimorficznych fragmentéw DNA #IRAPD, jednak genetyczna ocena
pokrewigistwa dokonywana na podstawie polimorfizmu dawatalopoe rezultaty
w przypadku 3 zastosowanych wariantéw. Do podobnyctoskow doszli Kojima i in.
[1998], ktorzy zajmowali gi ocery przydatndci tych systeméw markerowych do opra-
cowania map genetycznych pszenicy. Za pansystemu RAPD zidentyfikowano geny
Pml, Pm2, Pm3a, Pm3b, Pm3c, Pmda, Pm12, Pm13, Pm18, Pm25 oraz Pm28 [Alam
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iin. 2011]. Tak wgc technika RAPD ze wzgliu na szybk& i tatwos¢ wykonania jest
stusznie wykorzystywana do oceny polimorfizmu amg@h gatunkéw rdin. Rozwiza-

niem takim postzono s¢ m.in. w celu wykrywania polimorficznycloci zyta [Myskow

iin. 2001] czy oceny podohistwa genetycznego mieszéw pszenyta z Aegilops

juvenalis [Gradzielewska i in. 2009].

WNIOSKI

1. Uzyskane wyniki potwierdzajprzydatné¢ markerow NAU/STSBCD135-2 do
identyfikacji genuPm6 odpornaci na myczniaka prawdziwego w liniach hodowlanych
pszenicy zwyczajnej

2. Przeprowadzone badania potwierdzity przydatmoetody RAPD do oceny #6
nicowania genetycznego linii hodowlanych pszenicy.

3. Analizowane obiekty charakteryzowahe sirGznicowaniem genetycznym, przy
czym stwierdzonoze linie pochodgce z poszczegoinych firm hodowlanych wekgzo-
sci ulegaly wspolnej klasteryzacji na uzyskanym degdamie.
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Summary. The study focused on determining the level of geneterdity of selected breeding
lines and identifyind®m6 gene. The presence of this gene is desirablesigeéhe pool of cereals,
including wheat, as it contributes to the developitad resistance variations and thereby reduces
crop losses caused by powdery mildew. The reseantfirmed the presence of tRen6 gene in 8
objects obtained from the breeding lines. Assestmegenetic diversity was based on RAPD
markers. In the reaction with seven primers 58rfraigts were obtained, 45 (77.6%) of which were
polymorphic. In one reaction from 4 (for primer AO® 13 (for primer D6) amplicons were
obtained. Dice’s genetic similarity matrix indexessed on the results of research RAPD
polymorphism markers was created. The value o$itindarity index ranged from 0.72 to 0.96.
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