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Streszczenie Rdza brunatna powodowana przez grBudecinia triticina oraz maczniaka praw-
dziwegoBlumeria graminis s3 jednymi z najgréniejszych choréb pszenicy zwyczajn@&yiticum
aestivum L.). Najskuteczniejsg metod, kontrolowania i ograniczania skutkéw wywotanyclzexr

te patogeny jest wprowadzanie do uprawy odmianadt@ryzujcych sé zwiekszory odporno-
$cig. Celem prezentowanych badbyta identyfikacja genéw odporém na rdz brunata — Lr21
oraz myczniaka prawdziwego Pmdb w polskich odmianach pszenicy zwyczajnej oraz opnac
nie warunkéw multiplex PCR w celu jednoczesnej idfikegji tych genéw. Przedmiotem bada
byto 30 polskich odmian pszenicy zwyczajnej. Wymeane DNA zostato poddane jednoczesnej
amplifikacji ze starterami specyficznymi dla obwabimowanych genéw. Wykazange opracowa-
ne warunki multiplex PCR unibwiajg jednoczessidentyfikacg genowLr21 i Pmdb. Multiplex
PCR mae by wykorzystany w hodowli odpordoiowej pszenicy zwyczajnej wspomaganej
markerami do identyfikacji tych gendéw.

Stowa kluczowe:pszenica zwyczajna, multiplex PCRgaemniak prawdziwy, rdza brunatna, geny
odporndci

WSTEP

Maczniak prawdziwy pszenicy, powodowany przez grBjimeria graminis (DC.)
E. O. Speer f. spritici (syn.Erysiphe graminis DC. f. sp.tritici Em. Marchal), oraz rdza
brunatna Puccinia recondita Rob. ex Desm f. sgritici Eriks. et Henn.) (syrPuccinia
triticina Erikss) g jednymi z najgréniejszych choréb pszenicy [Bennett 1984, Barto$
i in. 1990, Wdniak-Strzembicka i Gajda 1995, Kowalczyk i in. 198®walczyk i in.
2011]. Wystpuja powszechnie w klimacie umiarkowanym na caffwiecie [Bennett
1984, Mcintosh 1998, Rosewarne i in. 2012, Buergtman. 2014]. Rdza brunatna
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w wielu krajach stanowi powae zagraenie dla plonu. Pszenica z objawami tej choroby
wyksztatca drobne ziarno, o mniejszej zawaitgkrobi, mniejszej zdolrigi kietkowa-

nia i mniejszej wart@&i technologicznej. W warunkach Polski spadek pleracuje si

na 5-8%, a straty przy silnym paemiu mog wynost nawet 40-50% [Mclntosh i in.
1995, Huang i Gill 2001]. Potanie maczniakiem take powoduje die straty w plonie
ziarna, ktére wynogzod 13 do 34%. Do ograniczenia wymbdwania tych choréb stoso-
wana jest ochrona fungicydowa, jedipakmetoda ta jest kosztowna i mato przyjazna dla
srodowiska. Najbardziej ekonomicgin przyjazry dlasrodowiska, a zarazem najskutecz-
niejsz metod, kontrolowania i ograniczania skutkow pgeaia tymi patogenami jest
wprowadzanie do uprawy odmian odpornych [Feuillgeiler 1998, Mebrate i in. 2008,
Rosewarne iin. 2012, Rosewarne i in. 2015].

W literaturze opisanych jest 88 genéw odpdonana rdz brunatr (Lr). Wiele
z nich zlokalizowano na okslenych chromosomach z wykorzystaniem markeréw mole-
kularnych i cytologicznych [Huang i Gill 2001, Mas i in. 2008, Silva i in. 2015]. Geny
Lr21 orazLr34 wykazup znaczr efektywna¢ przeciwko wekszasci patotypowPucci-
nia recondita f. sp.tritici. GenLr21 zostat wprowadzony do odmiany pszenicy Thatcher
z Aegilops tauschii. Fu i in. [2010] sklonowali ten gen. Stanowi gagment DNA
o wielkasci 4318 pz, zlokalizowany w dystalnejedzi ramienia chromosomu 1DS [Fu
i in. 2010]. Huang i in. [2003] wykazalie locusLr21 koduje biatko NBS-LRR o wiel-
kosci 1080 aminokwasow, nalgce do rodziny biatek bogatych w lizynwarunkujcych
odporndc¢ raslin na choroby.

Dotychczas poznano ponad 77 genéw odpémimma myczniaka prawdziwego, $rod
nich 49 loci zostalo zmapowanych na chromosomadernpsy [Yi i in. 2013, Hao
i in. 2015]. W krajach europejskich w hodowli psiognwykorzystywanych jest dziewd
gendw odporngci na myczniaka(Pml, Pm2, Pm3c, Pm3d, Pmdb, Pm5, Pm6, Pm8, Pm9)
[Kowalczyk in. 1998, Peusha i in. 200@en Pmdb do pszenicy zwyczajnej wprowa-
dzony zostat ZTriticum cathlicum. Jest on zlokalizowany na diugim ramieniu chromo-
somu 2A [Rong i in. 2000].

Identyfikacg waznych genéw odporrsgi w materiatach hodowlanych i odmianach
umazliwiajag markery molekularne. gSniezwykle przydatnym nagdziem w pracach
hodowlanych, poniewaich zastosowanie pozwala na prowadzenie bgepaiej selek-
cji korzystnych cech we wczesnych fazach rozwoj dos¢ krotkim czasie. Markery
molekularne znalazly zastosowanie w selekcji wsmmamaj markerami [MAS, ang.
marker assisted selection]. Zastosowanie tej metodtypdowli rglin pozwala na skro-
cenie czasu oraz kosztow otrzymania nowej odmi@uaji@rd i Mackill 2008].

Jedn z technik opartych na wykorzystaniu markeréw molaknych jest multiplex
PCR. Technika ta polega na rownoczesnym zastosowadhki par starterow w miesza-
ninie reakcyjnej, dzki czemu maliwa jest identyfikacja kilku genéw jednoczee.
Zastosowane w tej metodzie markery powinnyg dpbrane tak, aby mitiwa byta ich
amplifikacja przy jednej temperaturze hybrydyzestirterow do matrycowego DNA.
Dzieki jednoczesnemu wykorzystaniuznych zestawoéw starteréw technika ta pozwala
na dusg oszczdnas¢ czasu i pracy, obzagnie kosztéw bada a take zmniejsza ryzyko
kontaminacji z zachowaniem wysokiej jéko wynikéw [Elnifro i in. 2000, Hayden
i in. 2008].
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Celem niniejszej pracy byta jednoczesna identyjikaenu odporniei na rdz bru-
natry Puccinia triticina Lr21 i genu odpornéci na myczniaka prawdziweg®lumeria
graminis Pmdb w wybranych odmianach pszenicy zwyczajnej za pammoetody multi-
plex PCR.

MATERIAL | METODY

Przedmiot bada stanowito 30 polskich odmian pszenicy zwyczajiejticum
aestivum L. (tab. 1). DNA wyizolowano z dti picciodniowych siewek z wykorzystaniem
zmodyfikowanej metody CTAB [Doyle i Doyle 1987].¢%¢nie i czysté preparatéw
DNA okreslono za pomog spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)

Identyfikacg genu odpornéi na rdz brunatm Lr21 przeprowadzono z wy-
korzystaniem starterow Lr21F oraz Lr21R o sekwetitjadostpnych na
http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/ Lr21/indewlh
Lr21F: 5-CGC TTT TAC CGA GAT TGG TC-3’

Lr21R: 5-TCT GGT ATC TCA CGA AGC CTT -3".

W sklad mieszaniny reakcyjnej o etmgsci 25 ul wchodzity: 1x bufor do PCR
(10 mM Tris pH 8,8; 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P4®e(mentas), 0,3 mM kdego
dNTP, 2,5 mM MgCd), 5mM kazdego ze starteréw, 0,75 Tag DNA Polymerase (Fer-
mentas) oraz 60 ng genomowego DNA. Zastosowancemasgty profil termiczny:
wstepna denaturacja 95°C przez 8 min, 35 cykli;: 95°G0-s, 54°C — 1 min, 72°C —
1 min z kaicowy elongacy 72°C przez 7 min. Reakcprzeprowadzono z wykorzysta-
niem termocyklera TProfessional Basic (Biometra).

Identyfikacg genu odpornéci na myczniaka prawdziweg®mdb przeprowadzono,
stosujc startery Pm4F oraz Pm4R o sekwencjach podanyez pfi i in. [2008]:

Pm4F: 5-CTC ATT CTT GTT TTACTT CCT TCA GT-3’
Pm4R: 5-GTC TCG TCT TCA GCA TCC TAT ACA -3..

W sklad mieszaniny reakcyjnej o etmgsci 25 pl wchodzity: 1x bufor do PCR
(10 mM Tris pH 8,8; 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P4®e(mentas), 0,2 mM kdego
dNTP, 2,5 mM MgC, 10 pmol kadego ze starteréw, 0,75 Tag DNA Polymerase
(Fermentas) oraz 60 ng genomowego DNA. Zastosowasepujacy profil termiczny:
wstepna denaturacja 95°C przez 5 min, 38 cykli: 95°80-s, 52°C — 30 s, 72°C - 30 s
z kohcowg elongacy 72°C przez 7 min.

Jednoczesnidentyfikacg genu odpornéei na rdz brunatr Lr21 i genu odpornéci
na myczniaka prawdziweg®mdb w pszenicy zwyczajnej prowadzono, stgsujowno-
czesnie startery specyficzne dla obu tych gendéw. Reahnjplifikacji przeprowadzono
dla dwoch préb kadej odmiany. W sktad mieszaniny reakcyjnej ogtdsici 25 pl wcho-
dzity: 1 x bufor do PCR (10 mM Tris pH 8,8; 50 mM KCI, 0,08%nidet P40) (Fer-
mentas), 0,3 mM kalego dNTP, 2,5 mM MgGl po 20 pmol startera Lr21F i Lr21R, po
10 pmol startera Pm4F i Pm4R, 0,75Tag DNA Polymerase (Fermentas) oraz 60 ng
genomowego DNA.

Profil termiczny multiplex PCR sktadatest wstpnej denaturacji, po ktdrej zasto-
sowano 20 cykli z temperatuiprzylyczania starteréw 52°C odpowiednilla Pmdb.
Nastpnie zaprogramowano dwa cykle, w ktérych tempeesaturzyhczania starteréw
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stopniowo wzrastata od 52°C do 53°C. Potem zaplanowl5 cykli z temperatyiprzy-
taczania starteréw wiaiwa dlaLr21, czyli 54C oraz kaicows elongacg.

Tabela 1. Obecr$6 genu odporn&i na rdz brunatr Lr21oraz genu odporsoi na nyczniaka
prawdziwegdPmdb w badanych polskich odmianach pszenicy zwyczajnej
Table 1. Presence of resistance gene to leat.r@étand resistance gene to powdery mildew
Pmdb in analysed Polish common wheat cultivars

Lp. Odmiana Obecndéc¢ genulLr21 Obecndé¢ genuPmdb
No. Cultivar Lr21 gene presence Pmdb gene presence
1 Naridana +
2 Figura +
3 Kohelia +
4 Ostroga +
5 Askalon +
6 Bamberka + +
7 Natula +
8 Bockris +
9 Astoria +
10 Estivus +
11 Praktik + +
12 Muszelka +
13 Fidelius +
14 Jantarka +
15 KWS Ozon +
16 Forum +
17 KWS Magic +
18 Patras +
19 Platin + +
20 Speedway +
21 Tulecka +
22 Markiza +
23 Forkida +
24 Brilliant +
25 Julius +
26 Arkadia +
27 Sailor +
28 Lavantus +
29 Artist + +
30 Baletka +
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W celu wizualizacji wynikow produkty amplifikacjiozdzielono elektroforetycznie
w 2% zelu agarozowym, zawierggym 0,01% bromku etydyny, w buforzexITBE przy
napkciu 120 V przez 1,5 godziny. Po tym czage przeniesiono na transiluminator
(Vilber Lourmat) oraz wykonano zgljia za pomog systemu dokumentacjeli PolyDoc.

WYNIKI | DYSKUSJA
Na podstawie reakcji PCR z wykorzystaniem startetd@1F i Lr21R uzyskano
produkty o wielkdci 780 pzswiadczice o obecnii genulLr2l warunkugcego odpor-

nos¢ na rdz brunatn. Specyficzne amplikony obserwowano we wszystkiadamych
odmianach pszenicy (fot. 1, tab. 1).

M 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 1415 1617 18 19 2021 2223 24 25 26 272829 30 M

Fot. 1. Obraz elektroforetyczny w 28élu agarozowym produktéw PCR uzyskanych za p@moc
starterow Lr21F i Lr21R. M — GeneRuler™ 100 bp PIléADLadder (Fermentas), 1 — ‘Narida-
na’, 2 — ‘Figura’, 3 —'Kohelia’, 4 — ‘Ostroga’, 5‘Askalon’, 6 — ‘Bamberka’, 7 —'Natula’,

8 — ‘Bockris’, 9 — ‘Astoria’, 10 — ‘Estivus’, 11 —faktik’, 12 — ‘Muszelka’, 13 — ‘Fidelius’,
14 — ‘Jantarka’, 15 — ‘KWS Ozon’, 16 — ‘Forum’, £7KWS Magic’, 18 — ‘Patras’, 19 — ‘Platin’,
20 — ‘Speedway’, 21 — ‘Tulecka’, 22 — ‘Markiza’, 23Forkida’, 24 — ‘Brilliant’, 25 — ‘Julius’,
26 — ‘Arkadia’, 27 — ‘Sailor’, 28 — ‘Lavantus’, 29 Artist’, 30 — ‘Baletka’

Phot. 1. PCR products separated in 2% agarose geLa#lF and Lr21R primers application.
M — GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas),Naridana’, 2 — ‘Figura’, 3 — ‘Kohe-
lia', 4 — ‘Ostroga’, 5 — ‘Askalon’, 6 — ‘Bamberka’/,— ‘Natula’, 8 — ‘Bockris’, 9 — ‘Astoria’,

10 - ‘Estivus’, 11 — ‘Praktik’, 12 — ‘Muszelka’, 13‘Fidelius’, 14 — ‘Jantarka’, 15 — ‘KWS
Ozon’, 16 — ‘Forum’, 17 — ‘KWS Magic’, 18 — ‘Patfag9 — ‘Platin’, 20 — ‘Speedway’,

21 — ‘Tulecka’, 22 — ‘Markiza’, 23 — ‘Forkida’, 24 ‘Brilliant’, 25 — ‘Julius’, 26 — ‘Arkadia’,

27 — ‘Sailor’, 28 — ‘Lavantus’, 29 — ‘Artist’, 30 ‘Baletka’

Huang i Gill [2001] w swoich pracach skupilisia mapowaniu genéw odpogoo
na rdz brunatra przeniesionych do pszenicy Aegilops tauschii. Autorzy stwierdzili
obecnd¢ genuLr2l i Lr40 w réznych odmianach pszenicy i dzikich populacjaeyi-
lops tauschii. Autorzy opracowali marker RFLP KSUD14 zlokalizawaw dystalnej
cze¢sci krotkiego ramienia chromosomu 1D. Marker tent¢@se zostat wykorzystany
przez Huang i in. [2003] do opracowania trzech ndwsarkeréw RFLP dla gerur21
KSU936, KSU937 i KSU-027BE590674. Jednak KSUD14 jesrkerem potoonym
najblizej genuLr21, a jego odlegie od tego genu wynosi 0,1 cM. Neelam i in. [2013]
uzyskali marker typu KASPar, ktory oparty jest ngkeywaniu zmiany pojedynczego
nukleotydu (SNP).
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Na podstawie reakcji PCR z wykorzystaniem startelPimdF i Pm4R uzyskano pro-
dukty o wielkaci 241 pz.swiadczce o obecnixi genuPmdb kodugcego odporn& na
maczniaka prawdziwego. Amplikony obserwowano w prdbaochodzcych z odmian
pszenicy: Ostroga, Askalon, Bamberka, Praktik, Milsz, Fidelius, KWS Ozon, Forum,
Platin i Artist (fot. 2, tab. 1).

M1 2 34 56 78 9 10111213 14 1516 1718 1920 21 2223 24 252627 2829 30 M

Fot. 2. Obraz elektroforetyczny w 28élu agarozowym produktéw PCR uzyskanych za p@moc
starterow Pm4F i Pm4R. M — GeneRuler™ 100 bp Plug Dadder (Fermentas), 1 — ‘Naridana’,
2 — 'Figura’, 3 — ‘Kohelia’, 4 —'Ostroga’, 5 — ‘Aslton’, 6 — ‘Bamberka’, 7 — ‘Natula’, 8 — ‘Boc-
kris’, 9 — ‘Astoria’, 10 — ‘Estivus’, 11 — ‘Praktik12 — ‘Muszelka’, 13 — ‘Fidelius’, 14 — ‘Jantar-
ka’, 15 — ‘KWS Ozon’, 16 — ‘Forum’, 17 — ‘'KWS Magjd 8 — ‘Patras’, 19 — ‘Platin’, 20 — ‘Spe-
edway’, 21 — ‘Tulecka’, 22 — ‘Markiza’, 23 — ‘Fodd&’, 24 — ‘Brilliant’, 25 — ‘Julius’, 26 — ‘Arka-
dia’, 27 — ‘Sailor’, 28 ‘Lavantus’, 29 — ‘Artist30 — ‘Baletka’

Phot. 2. PCR products separated in 2% agarose gePaft4F and Pm4R primers application.
M — GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas);Naridana’, 2 — ‘Figura’, 3 —'Kohelia’,
4 —'Ostroga’, 5 — ‘Askalon’, 6 — ‘Bamberka’, 7 —atula’, 8 — ‘Bockris’, 9 — ‘Astoria’,

10 — ‘Estivus’, 11 — ‘Praktik’, 12 — ‘Muszelka’, 13‘Fidelius’, 14 — ‘Jantarka’, 15 — ‘KWS
Ozon', 16 — ‘Forum’, 17 — ‘KWS Magic’, 18 — ‘Patfag9 — ‘Platin’, 20 — ‘Speedway’,
21 —‘Tulecka’, 22 — ‘Markiza’, 23 — ‘Forkida’, 24 ‘Brilliant’, 25 — ‘Julius’, 26 — ‘Arkadia’,
27 —'Sailor’, 28 — ‘Lavantus’, 29 — ‘Artist’, 30 ‘Baletka’

Yi i in. [2008] opracowali metog identyfikacji genuPmdb przy wyciu markera
DNA. W swoich badaniach cytowani autorzy otrzyniedigment o wielkéci 241 pz, na
podstawie ktorego opracowali marker STS. Identyfikeego genu za pomadzolatéw
B. graminis sp. tritici w polskich odmianach pszenicy dokonalizakKowalczyk i in.
[1998], Winiewska i Kowalczyk [2005]. Badania wiasne oraz latmayka i in. [2012]
dowodz, ze marker STS,4; maze by wykorzystany w pracach hodowlanych gmgjch
na celu przeniesienie geRavdb do nieodpornych odmian pszenicy.

Jednoczesnidentyfikacg tych genow prowadzono metpdultiplex PCR, stosag
4 startery STS: Lr21F, Lr21R, Pm4F i Pm4R. Dla atmiOstroga, Askalon, Bamberka,
Praktik, Muszelka, Fidelius, KWS Ozon, Forum, RiatArtist otrzymano dwa produkty
PCR: jeden o wielkixi 780 pz odpowiadagy genowiLr21 i drugi o wielkaci 241 pz,
odpowiadajcy genowiPmdb (fot. 3.). Dla odmian: Naridana, Figura, Koheliatula,
Bockris, Astoria, Estivus, Jantarka, KWS Magic,rBst Speedway, Tulecka, Markiza,
Forkida, Brilliant, Julius, Arkadia, Sailor, Lavaist Baletka otrzymano amplikony
0 wielkosci 780 pz,swiadczce o obecn&i genu odpornéei na rdz brunatma Lr21
(fot. 3, tab. 1).

Metoda multiplex PCR zostata wykorzystana do idéadgji w pszenicy patogenow
grzybowych m.in. przez Fraaije i in. [2001]. Wdaaiach tych autorzy identyfikowali cztery
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Fot. 3. Obraz elektroforetyczny w 22élu agarozowym produktow multiplex PCR uzyskanych
za pomog starterow Lr21F, Lr21R, Pm4F i Pm4R. M — GeneRuleld8 Ap Plus DNA Ladder
(Fermentas), 1 — ‘Naridana’, 2 — ‘Figura’, 3 — ‘Kaia’, 4 — ‘Ostroga’, 5 — ‘Askalon’, 6 — ‘Bam-
berka’, 7 — ‘Natula’, 8 — ‘Bockris’, 9 — ‘Astorial0 — ‘Estivus’, 11 — ‘Praktik’, 12 — ‘Muszelka’,
13 - ‘Fidelius’, 14 — ‘Jantarka’, 15 — ‘KWS 0zod6 — ‘Forum’, 17 — ‘KWS Magic’, 18 — ‘Pa-
tras’, 19 — ‘Platin’, 20 — ‘Speedway’, 21 — ‘Tuletk22 — ‘Markiza’, 23 — ‘Forkida’, 24 — ‘Bril-
liant’, 25 — ‘Julius’, 26 — ‘Arkadia’, 27 — ‘Sailgr28 — ‘Lavantus’, 29 — ‘Artist’, 30 — ‘Baletka’
Phot. 3. Multiplex-PCR products separated in 2% agagel after Lr21F, Lr21R, Pm4F and
PmA4R primers application. M — GeneRuler™ 100 bp PN# Ladder (Fermentas), 1 — ‘Nari-
dana’, 2 —'Figura’, 3 — ‘Kohelia’, 4 —'Ostroga’,-5'Askalon’, 6 — ‘Bamberka’, 7 — ‘Natula’,
8 — ‘Bockris’, 9 — ‘Astoria’, 10 — ‘Estivus’, 11 Praktik’, 12 — ‘Muszelka’, 13 — ‘Fidelius’,
14 — Jantarka’, 15 — ‘KWS Ozon’, 16 — ‘Forum’, £7KWS Magic’, 18 — ‘Patras’, 19 — ‘Platin’,
20 — ‘Speedway’, 21 — ‘Tulecka’, 22 — ‘Markiza’, 23Forkida’, 24 — ‘Brilliant’, 25 — ‘Julius’,
26 — ‘Arkadia’, 27 — ‘Sailor’, 28 — ‘Lavantus’, 29 ‘Artist’, 30 — ‘Baletka’

patogeny jednoczaie. Dowiedli, # metoda multiplex PCR nie by uzywana do iden-
tyfikacji obecndci genéw odporni na choroby grzybowe w pszenicy. Sumikovéa
i Hanzalova [2010] badaly geny odpofobna rdz brunatm Lr26 i Lr37. Stwierdzity,
ze metoda multiplex PCR me by pozadanym nargdziem w identyfikacji odmian
odpornych nactchorolg. Jest to metoda szybka, ktora pozwala¢ak znacacy sposob
obnizy¢ koszty bada Froidmont [1998] zastosowat multiplex PCR zasteemao do
identyfikacji translokacji 1BL/1RS w pszenicy, kédniesie ze sabodpornd¢ na rdz
z0tta (Yr9), rdz todygi (3r31), rdz lisciowa (Lr26), maczniaka prawdziwegoP{ng).
Autor badal ozime odmiany pszenicy, wykorzystugztery specyficzne startery. Pierw-
sza para starteréow odpowiadata specyficznym oligleaitydom dla genu gluteiny o
niskiej masie molekularnej (LMW — low molecular wghet), znajduicym si na krotkim
ramieniu chromosomu pszenicy 1B (loc@u-B3). Natomiast druga para starterow
zostata specyficznie skonstruowana do amplifikowasgkwencji genw-sekaliny (lo-
cus: SEC-1b), znajdujcego s¢ na chromosomigyta 1R. Przeprowadzone badania wy-
kazaty przydatn& opracowanej metody multiplex PCR do wykrywanianstakacji
1BL/1RS w liniach hodowlanych pszenicy z ogmieniem heterozygot od homozygot.
Multiplex PCR wykorzystano tek do detekcji dodatkdiriticum aestivum w tradycyj-
nym wtoskim makaronie [Arlorio i in. 2003]. Badanm@owadzone przez autoréw doty-
czyly oceny autentyczioi tradycyjnego wtoskiego makaronu, ktéry wedtugsiiego
prawa nie mge zawierd wigcej niz 3% dodatkuTriticum aestivum. Odr&nienie Triti-
cum aestivum od Triticum durum polegato na wykryciu obecid puroindoliny a i b,
ktérych brak uTriticum durum. Do$wiadczenia wykazaty skutecz§to zastosowanej
metody do oceny autentyczud badanego makaronu. Multiplex PCR znalaztzasto-
sowanie w identyfikacji rdin transgenicznychXu i in. 2003.
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WNIOSKI

1. Na podstawie uzyskanych wynikow bad#wierdzono obecrdé genulLr2l we
wszystkich badanych odmianach pszenicy zwyczajrez genuPmdb w 10 badanych
odmianach pszenicy zwyczajnej.

2. Badane odmiany mady¢ waznymi donorami gendéw odporéa na rdz brunat-
na oraz mczniaka prawdziwego w programach hodowlanych psyeni

3. Opracowane warunki multiplex PCR uttioiajg jednoczess identyfikacg ge-
néw Lr21 i Pmdb i mogg by¢ wykorzystane w hodowli odporéciowej pszenicy zwy-
czajnej wspomaganej markerami.
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Summary. Leaf rust caused bRuccinia triticina and powdery mildevBlumeria graminis are
considered to be one of the most significant degad common wheafl(iticum aestivum L.).
The most efficient method of these diseases comimndl their effects limitation is breeding and
cultivation of cultivars characterized by resistana these pathogens. The aims of presented study
were identification of leaf rust £r21 and powdery mildew Pmdb resistance genes in Polish
wheat cultivars, as well as development of muligRCR useful for simultaneous identification of
these genes. The plant material of present stwddes 30 Polish common wheat cultivars. Ex-
tracted DNA was amplified using in single reactfmimers specific for both analysed genes. On
the basis of the conducted research it was shoatrthie developed multiplex PCR is a technique
useful for simultaneous identification bf21 and Pmdb genes. Multiplex PCR could be used in
resistance breeding of common wheat supported Wgamar markers for identification of these
genes.
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