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Identyfikacja genu Lr 19 odpornosci na rdze brunatna
w polskich liniach pszenicy zwyczajnejTriticum aestivum L.)

Identification ofLr19 gene in Polish common whedt iticum aestivum L.)
breeding lines

StreszczenieRdza brunatna powodowana przez grPylacinia triticina jest jedm z najgraniej-
szych choréb pszenicy zwyczajn@yiticum aestivum L.). Najskuteczniejsgmetod, kontrolowa-
nia i ograniczania skutkéw pamnia przez ten patogen jest wprowadzenie do up@ivgian
z genetycznie uwarunkowamdporngcia. Celem prezentowanych badhyta identyfikacja genu
Lr19 odporndci na rdz brunatn w polskich liniach hodowlanych pszenicy zwyczajljticum
aestivum L.) z wykorzystaniem markeréw molekularnych. Proémtem bada bylo 246 polskich
linii hodowlanych pszenicy zwyczajnej. WyizolowaB®A poddano amplifikacji z wykorzysta-
niem specyficznych starterow SCAR. Po wykonaniu arlaNA sparod badanych form obecfio
genu odporn&i na rdz brunatma Lr19 stwierdzono jedynie w 33 liniach pochadych z Hodow-
li Roslin Strzelce. Przeprowadzone analigyiadcz o tym,ze genLrl9 nie jest szeroko stosowa-
ny w polskich programach pszenicy zwyczajnej.

Stowa kluczowe:genyLr, SCAR, pszenica zwyczajna, rdza brunatna
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WSTEP

Rdza brunatna powodowana jest przez gr@ybcinia triticina. Obok myczniaka
prawdziwego Blumeria graminis (DC.) E.O. Speer f. sgritici), rdzyzdzbtowej (Pucci-
nia graminis Pers. f. sptritici) oraz rdzyzoéttej (Puccinia striiformis Westend. f. sp.
tritici Eriks) jest jedm z najgrdniejszych choréb grzybowych pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.) zarbwno w Europie, jak i na calyfwiecie [Kolmer i in. 2007,
Lind i Gultyaeva 2007, McCallum i in. 2007].

Uzyskanie odporrizi na rdz brunatn jest jednym z gtéwnych celéw programéw
hodowlanych pszenicy. Uprawa odmian pszenicy pagiagch geny odpornei na rdz
brunatra jest najbardziej efektywani najbardziej ekonomicznmetod, kontrolowania
i ograniczania skutkéw wysgpowania tej choroby. W hodowli pszenicy zwyczajnej
w Europie wykorzystywanegsrézne geny odporrigi na rdz brunatm, ale wikszai¢
Z nich jest nieefektywna przeciwko wgstijacym populacjom grzyba. Jednym zznj-
szych genéw odpordoi na rdz brunatm jest Lr19. Gen Lrl9 zostat wprowadzony
z Agropyron elongatum. Warunkuje on odpowigdna patogen oparna reakcji nadwrai-
waosci rodliny. Zostat wprowadzony do szeregu odmian pszenéykorzystugc markery
RAPD, SSR i Alp, genLrl9 zlokalizowano na dlugim ramieniu chromosomu 7D
w pszenicy [Cherukuri i in. 2003, Li i in. 2006,@0. Gen ten warunkuje dapodporngé¢
na rdz brunatm w wielu regionachiwiata i mae by uzywany w kombinacji z innymi
genami odpornii na rdz brunatr w celu nadania diugotrwalej odposgona ten patogen
[Roelfs 1988, Prins 1997, Tomar i Menon 1998, dwtzy i in. 2000, Pink 2002].

Tradycyjne metody identyfikacji genéw odpogénbna choroby grzybowe opiegaj
sie na testacliywicel-patogen, ktéregsbardzo czasochtonne i wymagajuzego nakia-
du pracy. Dlatego teobecnie wikszai¢ gendw odpornii na rdz brunatm u pszenicy
moze by identyfikowana za pomaanarkeréw molekularnych [Feuillet i in. 1995, Scha-
chermayr i in. 1997, Cherukuri i in. 2005]. Markenplekularne pozwalagjna identyfi-
kacje pazgdanych genotypéw w krotkim czasie, a tym samym nyblg i efektywry
selekcg.

Celem prezentowanych badayta identyfikacja za pomacmarkeréw molekular-
nych genu odporrigi na rdz brunatm Lr19 w liniach hodowlanych pszenicy zwyczaj-
nej pochodzcych z trzech polskich spétek hodowililia.

MATERIAL | METODY

Przedmiotem analiz byto 246 linii hodowlanych psegrewyczajnej. 142 linie po-
chodzity z Hodowli Rélin Strzelce, 44 linie z Matopolskiej Hodowli Bl oraz 60 linii
uzyskano z Pozmakiej Hodowli Rélin. Jako kontra$ zastosowano linie bliskoizoge-
niczne odmiany Thatcher z genémi9 oraz bez genu odporéw na rdz brunatn.

DNA wyizolowano z léci pieciodniowych siewek metadCTAB [Doyle i Doyle
1987]. Stzenie DNA okrglono za pomog elektroforezy na 1,5%elu agarozowym
przez poréwnanie z molekularnym wzorcem masy MakesRU DNA Ladder (Fermen-
tas). Nastpnie prébki doprowadzono do jednakoweggeahia DNA 20 ng/ul.

Reakcje PCR przeprowadzono na termocyklerze T Bsmfeal (Biometra). Identy-
fikacje genulLrl19 przeprowadzono zgodnie z mejogpisan przez Gupi i in. [2006].
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Zastosowano parstarteréw o sekwencjach: 5-GCTGGTTCCACAAAGCAAA-8taz
5-GGCTGGTTCCTTAGATAGGTG-3'. W skiad mieszaniny leyjnej o obgtosci
20ul wchodzity: 1 x bufor do PCR (10 mM Tris pH 8,8) .nM KCI, 0,08% Nonidet
P40) (Fermentas, Litwa), 2QfM kazdego dNTP, 250 nM kalego ze starteréw, 1 mM
MgCl,, 60 ng genomowego DNA, 0,5 Thq DNA Polymerase (Fermentas, Litwa). Za-
stosowano nagpujacy profil termiczny: wsfpna denaturacja przez 2 min w°@s 35
cykli: 94°C — 60 s, 60C — 60 s, 72C — 2 min z kacowy inkubacy 7 min w 72C. Uzy-
skane w wyniku reakcji PCR produkty rozdzielonolns®zelu agarozowym zawiergj
cym 0,01% EtBr w 1x gkonym buforze TBE. Zastosowano marker wiétidGeneRu-
ler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas). Otrzymamery rozdziatow obserwowano
na transiluminatorze i fotografowano za pomaestawu Poly Doc (Vilber Lourmat).

WYNIKI I DYSKUSJA

Markery molekularne staly siw ostatnich latach bardzo wygodnym r@izem do
identyfikacji genéw warunkggych wane cechy faytkowe. Selekcja wspierana marke-
rami pozwala na znaczne skrdcenie procesu hodaviych odmian, a identyfikacja
form odpornych — na kontrolowanie skutkéw vggsiwania choréb grzybowych. Dlatego
tez wazne jest przygotowanie markeréw molekularnych odzapcych sé silnym sprz-
zeniem z genem odporém, co pozwala na efektywrselekcg form odpornych.

Do tej pory dla genirl9 opracowano kilka markeréw molekularnych pozwglaj
cych na jego identyfikagj Autrique i in. [1995] zidentyfikowali marker RFLEprzzony
z genem odporrigi Lr19, jednak ze wzghu na zlaong procedug nie jest on szeroko
wykorzystywany w selekcji form odpornych. Prinsni [2001] zidentyfikowali marker
AFLP umaliwiajacy identyfikacg genuLrl9 i przekonwertowali go w specyficzny
marker SCAR. Tyryshkin i in. [2006] przeprowaddifdania mage na celu sprawdzenie
uzyteczndci tego markera w selekcji. Autorzy przeanalizoviiform pszenicy zwyczaj-
nej, jednak nie zidentyfikowali produktu wiel@ 130pz u form zawierggych genLr19.
Uzyskane przez nich wyniki sugesuge marker zidentyfikowany przez Prinsa i in. [2001]
nie jest catkowicie spezony z genenirl9. Gupta i in. [2006] okr@ili marker RAPD
sprzzony z genem odpordo na rdz brunatrm Lr19 i przekonwertowali go w specyficzny
marker SCAR. Wyniki uzyskane przez autorOw potwidyd ze marker ten jest blisko
sprzzony z analizowanym genem i @byt wykorzystywany w MAS.

W prezentowanej pracy do identyfikacji genu odpéchana rdz brunatm Lr19
w polskich liniach pszenicy zwyczajnej wykorzystgrax specyficznych starteréw opra-
cowanych przez Gugt in. [2006]. Wytecznd¢ starterOw zostata sprawdzona na liniach
bliskoizogenicznych odmiany Thatcher posiadggh genLrl9 oraz bez genéw odpor-
nosci na rdz brunatm. Produkt wielkéci 736pz obecny byt w prébach form witia
wych, niezawierajcych genuLr19, a obecn& tego produktu wskazuje na brak genu
odporngci Lr19, natomiast brak produktu amplifikacji wieb@ 736pz swiadczy
0 obecnéci genulLrl9 w analizowanym materiale. $6d analizowanych 246 linii ho-
dowlanych pszenicy zwyczajnej produkt wiedkb 736pz obecny byt w 213 prébach.
Brak genu odporni na rdz brunata stwierdzono we wszystkich liniach pochagédz
cych z Poznaskiej Hodowli Rdlin i z matopolskiej Hodowli Rélin oraz w 109 liniach
pszenicy pochodzych z Hodowli Rélin Strzelce. Brak produktu amplifikacji, a tym
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samym obecni@& genulLrl9, stwierdzono jedynie w 33 liniach pszenicy zwyoejjpo-
chodzcych z Hodowli Rélin Strzelce. Podobne wyniki uzyskali Kowalczyki [2012],
analizupc polskie linie hodowlane pszenicy zwyczajnej. Geid zidentyfikowali jedy-
nie w 25 spéréd analizowanych linii, 20 pochodzito z Hodowli o Strzelce, a 5
z Hodowli Ralin Smolice. Kowalczyk i in. [2009] wykorzystali meery molekularne do
identyfikacji r&znych genéw odporrigi na rdz brunatm, w tym genuLrl9 w liniach
hodowlanych pszenicy zwyczajnej. Spid analizowanych 350 linii gdrr19 stwierdzili
jedynie w 38 formach. Ponadto gen ten zidentyfidkowaodmianie pszenicy zwyczajnej
Ostka strzelecka.

WNIOSKI

1. Wykazano przydatdé markeréw SCAR do identyfikacji geriir19 w polskich
liniach hodowlanych pszenicy zwyczajnej. Markeryrieqy by¢ z powodzeniem wyko-
rzystane do wspierania selekcji w hodowli odpdonmwej.

2. Z przeprowadzonych batlavynika, ze efektywny gen odpordoi na rdz brunat-
ng Lr19 nie jest powszechnie wykorzystywany w polskichgoeamach hodowlanych.
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Summary. Leaf rust caused biuccinia triticina, is considered to be one of the most significant
fungal diseases of bread whedti{icum aestivum L.). The most effective method of disease con-
trol is breeding cultivars with genes having geradly conditioned resistance. The aim of the
present studies was identificationlafl9 resistance gene to leaf rust in Polish breedimeglusing
molecular markers. The plant materials of the preséudied were 246 Polish common wheat
breeding lines. The isolated DNA was analyzed in R@R specific SCAR markers. Among the
analyzed breeding lines tHe19 gene was identified only in 33 lines from StrzeBeeeding
Company. The obtained results suggested lth#® gene is not popular in the Polish breeding
programmes.
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