ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKEODOWSKA
LUBLIN — POLONIA

VOL. LXVII (3) SECTIO E 2013

Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Riin, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
ul. Akademicka 15, 20-950 Lublin
e-mail: justyna.lesniowska@up.lublin.pl

JUSTYNA LESNIOWSKA-NOWAK, AGNIESZKA GRADZIELEWSKA,
MARZENA MAJEK

Identyfikacja genow odporndci na rdze brunatna
w wybranych europejskich odmianach pszenicy zwyczagj
oraz opracowanie warunkéw Multiplex PCR

Identification of the gene resistant to leaf russélected European wheat
cultivars and Multiplex PCR development

Streszczenie Rdza brunatna powodowana przez grBylacinia triticina jest jeda z najpowa-
niejszych choréb pszenicy zwyczajnej. Najskutegsmien sposobem ograniczania vegsiwania
tego patogenu jest wprowadzanie do uprawy odmigeretycznie uwarunkowarodporndgcig.
Celem pracy byta identyfikacja gendw9, Lr10i Lr19 w europejskich odmianach pszenicy zwy-
czajnej oraz opracowanie warunkéw Multiplex PCR wigetinoczesnej identyfikacji gendw9

i Lr19. Opracowanie takiej reakcji urdiwi zmniejszenie kosztow i skrécenie czasu potregp
do przeprowadzenia analiz.

Stowa kluczowe:pszeriyto, geny kartowati, wyleganie, komponenty plonu

WSTEP

Rdza brunatna obok gozniaka prawdziwego oraz rdzptte] jest jedy z najgrad-
niejszych chordb pszenicy zwyczajn@riticum aestivum L.) powodowan przez grzyb
Puccinia triticina. Najskuteczniejszg metody kontrolowania i ograniczania skutkéw
porazenia przez ten patogen jest wprowadzenie do upmyian z genetycznie uwa-
runkowar odporndcia [Kolmer i in. 2007, Lind i Gultyaeva 2007].

Wiekszas¢ gendéw odpornéei na rdz brunatm ma poznap lokalizacg chromoso-
mowg, a niemal polowa zostala przeniesiona z dzikictogkow i gatunkéw pokrew-
nych, takich jak:Aegilops speltoides, Aegilops umbellulata, Aegilops tauschii, Aegilops
ventricosa, Aegilops elongatum, Aegilops intermedium, Triticum monococcum, Triticum
spelta [Btaszczyk i Chetkowski 2010]. Do tej pory opisaponad 60 gendéw odporém
na rdz brunatn. Do najbardziej skutecznych nadem.in. genyL.r9, Lr10i Lr19.
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GenLr9 zostat przeniesiony do pszenicy ‘Chinese Springezumbellulata. Cztery
lata po jego wprowadzeniu do pszenicy ozimej w UsBhierdzono przetamanie odpor-
nosci niesionej przez ten gen. Pszenice z gehe®rzajmup mniej niz 2% powierzchni
uprawy pszenic néwiecie [Gupta i in. 2006].

Stosunkowo ogsto wystpujacym w materiatach hodowlanych genem jestO, kt6-
ry znajduje sj na krotkim ramieniu chromosomu 1A. Po raz pierwsastat on wykryty
w australijskich odmianach pszenic Lee i TimstaMystepuje dd¢ powszechnie w
pszenicach uprawianych na terenie Ameryki PoinocRefudniowej, w Europie, Afryce
oraz Azji Poludniowej i WschodnieLr10, dziatapc pojedynczo, nie jest skuteczny,
jednak w padczeniu z innymi genami nde dawa bardzo dobre rezultaty [Cherukuri
i in. 2003, Liiin. 2006, 2007].

Lr19 jest natomiast genem zlokalizowanym na dtugim egini chromosomu 7D.
Zostat przeniesiony Agropyron elongatum. Zapewnia pelp ochrore przed patotypami
rdzy brunatnej. Nie jest on jednak powszechmignany w programach hodowlanych ze
wzgledu na sprgzenie z czynnikiem warunkagym zétte zabarwienie gki, co nie jest
cechy pazgdary [Wozniak-Strzembicka 1997].

Identyfikacja genéw odporidoi w materiatach hodowlanych i odmianach zthea
jest dzeki wykorzystaniu testéwzywiciel-patogen lub markeréw molekularnych. Selek-
cja MAS umaliwia identyfikacg pazadanych genotypdw na wczesnych etapach rozwoju
rosliny i w dos¢ krotkim czasie. Opracowanie &Zavarunkéw reakcji Multiplex PCR
umazliwiaj acej jednoczesnidentyfikacg dwéch lub trzech gendéw pozwoli na dodatko-
we skrocenie czasu i ograniczenie kosztow prowagtdoanaliz.

Celem prezentowanej pracy byta identyfikacja gehé9y Lr10i Lr19 w wybranych
europejskich odmianach pszenicy zwyczajnej oraaapranie warunkow Multiplex
PCR do identyfikacji dwoch z nichi9 i Lr19) w pojedynczej reakc;ji.

MATERIAL | METODY

Przedmiot badastanowito 12 odmian pszenicy zwyczajnej pochggizh z krajéw
EuropySrodkowej i Wschodniej (tab. 1). W pracy wykorzysgwe réwnié linie izoge-
niczne odmiany Thatcher zawieyeg odpowiednie genlyr oraz ling pozbawion gene-
tycznie warunkowanej odporém na rdz brunatn.

DNA wyizolowano z léci 5-dniowych siewek przyayciu zestawu GeneMATRIX
Plant & Fungi DNA Purification Kit. Szenie DNA okrglono, wykorzystujc spektrofo-
tometr NanoDrop 2000. Probki doprowadzono do jednedgo stzenia DNA 20 ngil.
PCR przeprowadzono na termocyklerze T Professi@iaimetra).

Identyfikacg genu Lr9 przeprowadzono z wykorzystaniem starteréw S&F5
i SCS55¢R 0 sekwencjach:

F: 5-TGC GCC CTT CAA AGG AAG-3

R: 5-TGC GCC CTT CTG AAC TGT AT-3' [Gupta i in. 2®].

W sklad mieszaniny reakcyjnej o etmsci 20 ml wchodzity: 1 x bufor do PCR
(10 mM Tris pH 8,8, 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P4®e(mentas), 0,1 mM kdego
dNTP, 10 nM kadego ze starteréw, 2 mM Mg{ B0 ng genomowego DNA, 0,5 Thq
DNA Polymerase (Fermentas, Litwa). Zastosowanocgpagicy profil termiczny: wsip-
na denaturacja przez 2 min w 95°C, 35 cykli: 94°C min, 62°C — 1 min, 72°C — 2 min
z kohcowg inkubacp 7 min w temp. 72°C.
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Tabela 1. Badany materialstimny
Table 1. Analyzed plant material

Lp. Odmiana pszenicy Kraj pochodzenia
No. Cultivare Country of origin
1 Mobela Polska
2 Tortija Polska
3 Berezina Biatorgi
4 Kolhoznaya Biatoré
5 Dar Zaporozhya Ukraina
6 Dniepryanka Ukraina
7 Faktor Rosja
8 Charovnitca Rosja
9 Angelina Rosja
10 Basianka Rosja
11 Lyutestcens totwa
12 Priekulskaya totwa
Gen Kontrola pozytywna Kontrola negatywna
Gene Positive control Negative control
Lr9 Thatcher z generar9 Thatcher
Lr10 Thatcher z generar10 Thatcher
Lr19 Thatcher z generar19 Thatcher

Identyfikacg genu Lr10 rozpoczto od przeprowadzenia amplifikacji wphej
Z wyciem pary starteréw Lrk 10—6 R i F o sekwencjach:

F: 5-AAG ATC AAG TAC CAC TGC-3'

R: 5-TGG AAC CCG AGA AAC CGT CC-3’ [Schachermayin. 1997].

W sklad mieszaniny reakcyjnej o etmsci 20 ml wchodzity: 1 x bufor do PCR
(10 mM Tris pH 8,8, 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P4®e(mentas), 0,1 mM kdego
dNTP, 5 nM kadego ze starteréw, 1,5 mM MgCb0 ng genomowego DNA, 0,5 Taq
DNA Polymerase (Fermentas, Litwa). Zastosowanogpagicy profil termiczny: wsip-
na denaturacja przez 5 min w temp. 95°C, 35 c@di.C — 45", 60°C — 45", 72°C —
90" z koncowy inkubacy 10 min w temp. 72°C.

Nastpnie dokonano amplifikacji wikgiwej z zastosowaniem pary starteréw Lrk10
D R i F o sekwencjach:

F: 5-GAA GCC CTT CGT CTC ATC TG-3’

R: 5-TTG ATT CAT TGC AGA TGA GAT CAC-3’ [Schacherayr i in. 2001].

Sktad mieszaniny reakcyjnej byt analogiczny jakypamplifikacji wstpnej. Zasto-
sowano tylko inny profil termiczny: wgbna denaturacja przez 5 min w temp. 95°C, 40
cykli: 94°C — 45", 60°C — 45", 72°C — 45" z kizowg inkubacj 7 min w temp. 72°C.

Identyfikacg genulLrl9 przeprowadzono z wykorzystaniem starterow GbF RGb
o sekwencjach:

F: 5-CAT CCT TGG GGA CCT C-3

R: 5-CCA GCT CGC ATA CAT CCA-3’ [Prins i in. 2001]

W sklad mieszaniny reakcyjnej o etmsci 20 ml wchodzity: 1 x bufor do PCR
(10 mM Tris pH 8,8, 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P4®e(mentas), 0,2 mM kdego
dNTP, 12,5 nM kadego ze starteréw, 2 mM MgClL00 ng genomowego DNA, 0,625 U
Taq DNA Polymerase (Fermentas, Litwa). Zastosowanocpagcy profil termiczny:
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wstepna denaturacja przez 4 min w temp. 95°C, 35 c9KIfC — 30", 60°C — 30", 72°C
— 30" z koacowy inkubacj 5 min w 72°C.

Jednoczespidentyfikacg genéw odpornéei na rdz brunatm Lr9i Lr19 w pszenicy
zwyczajnej przeprowadzono, stogrijrownoczénie dwie pary starterOw specyficznych
dla tych genéw. Reakgjprowadzono w dwéch powtérzeniach, stgsujako matrye
DNA pochodace z linii kontrolnych Thatcher Lr9 i Thatcher Lr1Roncowa obgtosé
mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 ul, a jej skiad bastpujacy: 1 x bufor do PCR
(10 mM Tris pH 8,8, 50 mM KClI, 0,08% Nonidet P4®e(mentas), 0,2 mM kdego
dNTP, 12,5 nM kadego ze starteréw, 2 mM MgCIl100 ng genomowego DNA, 1,5 U
Taq DNA Polymerase (Fermentas, Litwa). W reakcji tejkaszystano profil termiczny
specyficzny dla identyfikacji genlr 10.

W celu wizualizacji otrzymanych wynikéw produkty plifikacji rozdzielano elek-
troforetycznie w 1,5%elu agarozowym, zawierggym 0,01% bromku etydyny, w bufo-
rze 1 x TBE przez 1,5 h przy napiu 100 V. Po tym czasizel przeniesiono na trans-
iluminator UV i zarchiwizowano za pomgsystemu DigiGenius (SynGene).

WYNIKI

Identyfikacja genu Lr9

Po whczeniu do PCR starteréw Sg&F | SCS3s¢-R uzyskano produkty o wielko-
$ci 550 pzséwiadczice o obecnéri genulLr9. Wyrazny amplikon o tej wielkéci zaob-
serwowano tylko w odmianie Dar Zaporozhya. W paalysh odmianach nie zaobser-
wowano produktéw o podobnej wiek® (fot. 1).

M 112 2 3344556 67 7 8 899 1010111112127 P PP M N

Fot. 1. Obraz elektroforetyczny produktow PCR v¢dZ&lu agarozowym po wtzeniu do reakcji pary
starterow SCSyF i SCS5s¢R. M — Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (Fernsnta 1’ —
‘Mobela’, 2, 2'— ‘Tortija’, 3, 3' — ‘Berezina’4, 4’ — ‘Kolhoznaya', 5, 5’ — ‘Dar Zaporozhya', 6,—
‘Dniepryanka’, 7, 7' — ‘Faktor’, 8, 8’ — ‘Chorovru&’, 9, 9' — ‘Angelina’, 10, 10’ — ‘Basianka’, 111" —
‘Lyutestcens’, 12, 12’ —'Priekulskaya’, P, P’ — ltmia pozytywna, N, N’ — kontrola negatywna
Phot. 1. PCR products separated in 1,5% agaros&gelising of SCGsF and SCS&¢R prim-
ers. M — Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (Fern®&nia 1' — ‘Mobela’, 2, 2' — ‘Tortija’,
3, 3'— ‘Berezina’, 4, 4’ — ‘Kolhoznaya’, 5, 5’ — ‘@ Zaporozhya’, 6, 6’ — ‘Dniepryanka’, 7, 7' —
‘Faktor’, 8, 8' — ‘Chorovnitca’, 9, 9' — ‘Angelina’10, 10’ —'Basianka’, 11, 11’ — ‘Lyutestcens’,
12, 12’ — ‘Priekulskaya’, P, P’ — positive contrbl, N’ — negative control

Identyfikacja genu Lr10

Po whczeniu do PCR starteréw Lrk10D1 i Lrk10D2 otrzymamodukty o wielko-
$ci 282 pzswiadczce o obecnéri genulrl0. Wyrazny amplikon o tej wielkéci zaob-
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serwowano w odmianach: Mobela, Tortija, Berezinalhikznava, Dniepryanka, Angeli-
na, Basianka, Lyutestcens, Priekulskaya, natormagbzostatych odmianach nie zaob-
serwowano produktow o podobnej wiedko(fot. 2).

M 112 2 3344505 66 77 8 891010111112 122 PP N N |

Fot. 2. Obraz elektroforetyczny produktow PCR v¢d2&lu agarozowym po wtzeniu do reakcji pary
starteréw Lrk10D1 i Lrk10D2. M — Gene Ruler 100MigA Ladder Plus (Fermentas), 1, 1’ — ‘Mobela’,
2,2' —Tortija’, 3, 3' — ‘Berezina’, 4, 4’ — ‘Kolbznaya’, 5, 5’ — ‘Dar Zaporozhya’, 6, 6' — ‘Dnieprka’,

7, 7' —'Faktor’, 8, 8' — ‘Chorovnitca’, 9, 9’ — ‘Agelina’, 10, 10’ —'Basianka’, 11, 11’ — ‘Lyutestt®,

12, 12’ — ‘Priekulskaya’, P, P’ — kontrola pozytyayMN, N’ — kontrola negatywna

Phot. 2. PCR products separated in 1,5% agaros&geliaing of Lrk10D1 and Lrk10D2 prim-

ers. M — Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (Fern®&nia 1' — ‘Mobela’, 2, 2' — ‘Tortija’,

3, 3'—‘Berezina’, 4, 4’ — ‘Kolhoznaya’, 5, 5’ — ‘@ Zaporozhya’, 6, 6’ — ‘Dniepryanka’, 7, 7' —
‘Faktor’, 8, 8' — ‘Chorovnitca’, 9, 9’ — ‘Angelina’l0, 10’ — ‘Basianka’, 11, 11’ — ‘Lyutestcens’,

12, 12’ — ‘Priekulskaya’, P, P’ — positive contrbl, N’ — negative control

Identyfikacja genu Lr19

Po whczeniu do PCR starterow GbF i GbR otrzymano prodokwielkasci 130 pz
swiadczce o obecnii genulLrl19. Wyrazny produkt o tej wielkéci zaobserwowano w
odmianie Angelina, natomiast w pozostatych odmihnaie zaocbserwowano produktéw
o podobnej wielkéci (fot. 3).

M 112 2334455667 7 8 899 1010111112127 P PP N N}

Fot. 3. Obraz elektroforetyczny produktow PCR w 1M agarozowym po wEzeniu do reakciji
pary starterow GbF i GbR. M — Gene Ruler 100 bp DN#éder Plus (Fermentas), 1, 1' — ‘Mobe-
la’, 2, 2’ — ‘Tortija, 3, 3' — ‘Berezina’, 4, 4’ “Kolhoznava', 5, 5’ — ‘Dar Zaporozhya', 6, 6’ — tiepry-
anka’, 7, 7’ — ‘Faktor’, 8, 8' — ‘Chorovnitca’, 9, — ‘Angelina’, 10, 10’ — ‘Basianka’, 11, 11’ tyute-
stcens’, 12, 12’ — ‘Priekulskaya’, P, P’ — kontrptazytywna, N, N’ — kontrola negatywna
Phot. 3. PCR products separated in 1,5% agaroségelising of GbF and GbR. -R primers. M —
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas), %,‘Mobela’, 2, 2’ — ‘Tortija’, 3, 3' —
‘Berezina’, 4, 4’ — ‘Kolhoznaya’, 5, 5’ — ‘Dar Zapazhya', 6, 6’ — ‘Dniepryanka’, 7, 7' — ‘Fak-
tor’, 8, 8’ — ‘Chorovnitca’, 9, 9’ — ‘Angelina’, 1010’ — ‘Basianka’, 11, 11’ — ‘Lyutestcens’,
12, 12’ — ‘Priekulskaya’, P, P’ — positive contrbl, N’ — negative control
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Amplifikacja DNA metod g Multipleks PCR dla genowLr9i Lr19

Po whczeniu do PCR dwéch par starteréw $65 i SCS3s¢R oraz GbF i GbR
otrzymano produkty o wiellkgiach 550 pz i 130 pgwiadczce o obecnéi odpowied-
nio genéwLr9 i Lr19. W badanych prébach kontrolnych winée zaobserwowano oba
prazki o tych wielkgciach, natomiast w kontrolach negatywnych nie atragozadnych
produktéw. Dodatkowo nie zauw@no innych pgzkéw, ktére mog swiadczy o obec-
nosci produktéw niespecyficznych (fot. 4).

Fot. 4. Obraz elektroforetyczny produktow PCR vdZlu agarozowym po wtzeniu do reakciji
dwoch par starteréw SGgF | SCSEs¢R oraz GbF i GbR. M — Gene Ruler 100 bp DNA LadRlas
(Fermentas), 1, 2, — préba kontrolna z linii Thatd_r9 i Thatcher Lr19, N, N’ — kontrola negatyavn

Phot. 4. PCR products separated in 1.5% agaroségelising of SCSqrF and SCS&¢R as
well as GbF and GbR. -R primers. M — Gene Ruler 10DKp Ladder Plus (Fermentas), N, N’ —
negative control, 1, 2 — positive control — Thatche® and Thatcher Lr19 lines

DYSKUSJA

W badaniach wlasnych patlp proke genotypowania 12 europejskich odmian
uprawnych pod &em obecnéci genéw odpornéei na rdz brunata. Podobne badania
prowadzili Sgpien i in. [2003], ktérzy analizowali 37 odmian pszenhiowvyczajnej, po-
chodacych z 7 europejskich patw oraz 15 linii hodowlanych, poditem wyteczndgci
markeréw STS w identyfikacji siedmiu gendw odporndci na rdz brunata (Lr9,
Lr10, Lr19, Lr24, Lr26i Lr37). GenLr9 zidentyfikowano w dwoch liniach hodowlanych.
GenLr10 byt obecny w 16 z 37 analizowanych odmian, natstrgenLr19 wystepowat
w trzech liniach hodowlanych. Identyfikacja, w ba@eh wiasnych, form zawiergjych
konkretne geny odpordo umazliwi wykorzystanie ich w programach hodowlanych
jako zrédta odpornéci na rdz brunata. Na szczegénuwag zastuguje tutaj odmiana
Angelina zawierajca genyLr10i Lr19.
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Schachermayr i in. [1994] przetestowali 20 linii gamog markeréw RAPD oraz
STS i w 19 z nich stwierdzili obecfiogenulLrl9. Uzyskane wyniki byly identyczne
przy wyciu obu systeméw markerowych. W badaniach wlasrspefréd 12 analizowa-
nych odmian obecr6é produktu o wielkéci 550 pzswiadczcego o wysipowaniu genu
Lr9, stwierdzono w jednej odmianie Dar Zaporozhyaswiadczy o tymzze gen ten nie
wystepuje powszechnie w europejskich odmianach pszemiggzajnej.

Schachermayr i in. [1997] opracowali markery molaekoe pozwalajce na identyfi-
kacje genulLr10 kodujgcego receptor kinezy. Wykorzystali do tego celuesysmarke-
rowy RFLP. Identyfikag genuLr10 przy zastosowaniu opracowanych markeréw auto-
rzy przeprowadzili w 12 odmianach pszenicy i w b@opejskich liniach hodowlanych.
Wszystkie badane odmiany wykazywaly obegéntych samych alleli genlr10 co linia
ThatcherLr10. Wieksza¢ natomiast linii 0 nieznanej kompozytgicus Lr10 nie wyka-
zywata obecngri tego genu. Spodd badanych linii sz¢ wykazywato ten sam allel co
linia Thatcher.r10, natomiast 20% linii zawierato inny allel.

Kombinacja markeréw STS Lrk10-6 zostata rownieykorzystana przez Hanzalkpv
i in. [2009] w celu wykrycia genur10. Sparéd 28 testowanych odmian pszenicy zwy-
czajnej gen ten zaobserwowano w 10 odmianach, emdi, ze jest on stosunkowo
powszechnie wykorzystywany w programach hodowlanygdwszechne wykorzystanie
tego genu zostalo rowrigotwierdzone w badaniach wiasnych, gdzie stwiandzego
obecndé¢ w 9 odmianach sgodd 12 badanych.

GenlLr 19 jest wykorzystywany w programach hodowlanych palsispétek. Oka
iin. [2012] prowadzili badania podatem identyfikacji tego genu w liniach hodowla-
nych. Brak genu stwierdzono we wszystkich formaobhodacych z Poznaskiej Ho-
dowli Raslin oraz Matopolskiej Hodowli Rgin. Obecnd¢ genuLrl9 zostata stwierdzo-
na jedynie w 33 liniach pochoglzych z Hodowli Rélin Strzelce. Podobne wyniki uzy-
skali Kowalczyk i in. [2012]. Gen ten zostat zidgikowany w 20 liniach pochodzych
z Hodowli Rdlin Strzelce i p¢ciu pochodzcych z Hodowli Rélin Smolice. Ponadto
Kowalczyk i in. [2009] zidentyfikowali gehr19 w 38 formach sp@éd 350 analizowa-
nych genotypéw. W przedstawionej pracy gen tenatcstvierdzony tylko w jednej
odmianie. Badania wtasne oraz innych autoréw wglgaza niewielly popularné¢ tego
genu w programach hodowlanych pszenicy zwyczajne;j.

W pracy podjto réwniez udary proke opracowania warunkéw Multiplex PCR dla
genéwLr9i Lr19. Nie wigczono genilLrl0 ze wzgédu na konieczni@ stosowania po-
dwdjnej amplifikacji. Warunki Multiplex PCR dla géw Lr26 i Lr37 opracowaly i zop-
tymalizowaly Sumikova i Hanzalova [2010].

Froidmont [1998] podjt sie natomiast jednoczesnej identyfikacji pszeugtnie]
translokacji 1BL/1RS niagej genYr9 nadajcy odporné¢ na rdz z6ta, genSr31 nada-
jacy odporné¢ na rdz zdzbtows, genLr26 nadajcy odporné¢ na rdz brunatm oraz
genPm8 nadajcy odporné¢ na myczniaka prawdziwego.

WNIOSKI
1. Na podstawie uzyskanych wynikéw badstwierdzono obecré genu Lr10

w dziewkciu testowanych odmianach pszenicy zwyczajnegwiadczy o powszechnym
wykorzystaniu tego genu w europejskich programamdolvlanych pszenicy zwyczajnej.
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2. Odmiana Angelina, w ktorej zidentyfikowano zandwgenLr10, jak i Lr19, maze
by¢ bardzo dobrym donorem gendéw odpdgiaa rdz brunata w programach hodow-
lanych pszenicy oraz pszsfta.

3. Opracowano warunki Multiplex PCR umptiviajace identyfikacg gendwLr9
i Lr19, co pozwoli na ograniczenie kosztéw analiz.
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Summary. Leaf rust caused by funguRuccinia triticina, is considered to be one of the most
significant diseases of bread wheat. The mostieffiovay of this pathogen limitation is breeding
and cultivation of resistant cultivars with genatig introduced resistance. The aim of the study
was identification olLr9, Lr10 andLr19 genes in European wheat cultivars and developwfent

Multiplex PCR conditions folL.r9 and Lr19 genes identification. Development of this kind of
reaction enables to reduce the cost and time adrthgysis.
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