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Wstęp —— 

W poprzedniej pracy [6] dokonano przeglądu piśmiennictwa z zakresu moleku- 
lamych metod identyfikacji patogenów zbóż do roku 1999. W tej pracy omówiono 
możliwości identyfikacji genów odpomości roślin zbożowych na patogeny i możli- 
Wości zastosowania tych metod, przedstawione w pracach opublikowanych do końca 
roku 1999, Problematyka badań nad genami odpomości realizowana jest na pograni- 
czu kilku dziedzin nauki: fitopatologii, genetyki, biologii molekularnej i hodowli ro- 
ślin, i wymaga ścisłej współpracy różnych specjalistów [1]. W pracach nad genami 
odporności napotyka się terminologię genetyczną i fitopatologiczną, co powoduje 
niejednokrotnie nieporozumienia w posługiwaniu się nazewnictwem. 

Dziedziczona genetycznie odpomość roślin zbożowych (jak i innych grup roślin 
uprawnych) na patogeny i powodowane przez nie choroby związana jest z obecnością 
| ekspresją genów odpomości określanych w skrócie genami R. Szczegóły dotyczące 
odporności roślin na choroby i interakcji roślina-patogen znajdzie czytelnik w pra- 
cach Boreckiego [4] i Arseniuka [1]. 

Geny odporności —— 

W tabeli | zestawiono dotychczas poznane geny odporności zbóż na patogeny 
STzybowe, tak biotrofy, jak i nekrotrofy. Na rysunku 1 przedstawiono schematycznie 
lokalizację genów Pm i Lr oraz QTL na chromosomach pszenicy genomów A, Bi D. 
Stodami genetycznymi poznano ponad 200 genów odporności u zbóż, w tym 25 ge- 

now Pm odpomości na Erysiphe graminis f. sp. tritici, powodującego mączniaka 
Prawdziwego pszenicy, i 44 genów Lr odporności na Puccinia recondita f. sp. tritici, 
sprawcę rdzy brunatnej u pszenicy [7, 38]. W ostatnich dziesięciu latach identyfikacji
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genów odporności dokonywano na podstawie łączenia metod genetycznych i testów 
inokulacyjnych z fizycznym i genetycznym mapowaniem za pomocą sond molekular- 
nych — markerów RFLP [7, 12, 13, 15, 16, 42, 43, 44, 46. 48], a ostatnio także techniki 
AFLP [3]. 

Tabela 1. Oznaczenia zidentyfikowanych genow odporności roślin zbożowych na patogeny 
  

  

Oznaczenie Liczba zidentyfiko- Choroba, na którą geny zapewniają 
symboli genów wanych genów od- odporność 
odporności porności 

Lr 45 rdza liściowa pszenicy i żyta [38] 
Sr 38 rdza źdźbłowa [38] 
Yr 18 rdza żółta [38] 
Pm 23 mączniak prawdziwy pszenicy [7, 44] 
Rph 14 rdza liściowa jęczmienia [36] 
Mlo (ml-o) grupa genów geny pochodzenia mutacyjnego, nieodpowiada- 

długości 30 kb. jącego teorii gen-na-gen, dające odporność Jecz- 
mienia na wszystkie rasy mączniaka jęczmienia 
[19]; locus Mlo zlokalizowano na chromosomie 
4L [45] 

Mia 30 genów geny odporności na mączniaka jęczmienia po- 
(11 grup alleli) chodzace od Hordeum spontaneum, zlokalizo- 

wane na chromosomie 1H [18] 

МКГа) geny odporności pochodzące z Hordeum laevi- 
gatum, zlokalizowane na chromosomie 2 [12] 

Rcs 2 geny kontrolujące odporność jęczmienia na Co- 
chliobulus sativus, w stadium siewki na chr. IP, 
u roślin dorosłych na chr. 5P [47] 

Rpt 5 geny kontrolujące odporność jęczmienia na Py- 
renophora teres, w stadium siewki, zlokalizo- 
wane na chromosomach 4 i 6, u roślin dorosłych 
na chromosomach 1,2 i 3 [47] 

rs R geny odporności jęczmienia na Rhynchosf 
rium, zlokalizowane na chromosomach 15, 

[13] 
Geny ypr —7 genów geny uaktywniane po infekcji przez różne 4] 
_(-3)-B-glukanazy geny, zlokalizowane na chromosomie 3HL [2%] 
  

Poniższe geny odpomości zapewniają całkowitą odpomość na pojedyncze popu” 
lacje wirulencji czy rasy fizjologiczne patogenów. 

Geny: Lr, Sr, Yr, Pm, Rph, Mlo, Mla, MI(La) zostały zidentyfikowane genetycz” 
nie, choć kilka z nich naniesiono na mapy chromosomowe za pomocą markerów 
RFLP. W zamieszczonej w tabeli | pierwszej grupie czterech genów symbole literowe 
odpowiadają pierwszym literom angielskim nazw chorób, na które geny te warunkują
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Rysunek 1. Schematyczne rozmieszczenie genów odporności Pm i Lroraz QTL odporności 
na Fusarium na chromosomach pszenicy genomów A, Bi D 

odporność, a więc: Lr — leaf rust (rdza liściowa, czyli brunatna), Sr — stem rust (rdza 
źdźbłowa), Yr — yellow rust (rdza żółta) i Pm — powdery mildew (mączniak praw- 
dziwy), М! — mączniak prawdziwy jęczmienia. 

Geny Res, Rpt, Rrs oraz gen kodujący białko ypr (1-3)-B-glukanazy naniesiono na 
mapę genetyczną jęczmienia metodami molekulamymi. Przy oznaczaniu genów od- 
porności identyfikowanych w ostatnich latach ich skrót literowy poprzedza litera R. 
Przed skrótem literowym łacińskiej nazwy patogena, np. Rrs — gen odporności na 
Rhynchosporium secalis (tab. 1). 

Metody identyfikacji genów odporności na patogeny 

Identyfikacja genów odporności na patogeny biotroficzne (patogeny powodujące 
rdze i mączniaka) jest dokonywana metodą inokulacji zestawami izolatów ras patoge- 
na, zawierających określone geny wirulencji [21, 28, 50, 51]. Geny odpomości można 
lokalizować na chromosomach za pomocą tzw. populacji mapujących i zestawów linii 
(tear izogenic lines — skrót NILS) lub też zestawów linii podwojonych haploidów (li-
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nii DH). Przykładem może być naniesienie na mapę jęczmienia genów odpomości 
Rpt na Pyrenophora teres i gendw Res odpomości na Cochliobolus sativus, przy wy- 
korzystaniu 150 linii DH wyprowadzonych z odmian Streptoe i Morex [47]. 

Prace molekularne nad genami odporności u zbóż i innymi genami roślin mają na 
celu poznanie zarówno struktury genu, czyli sekwencji zasad całego genu, jednego 
lub kilku egzonów 1 intronów (Średnio około 2000-10000 bp), w tym sekwencji od- 
cinka kodującego i promotora, jak i funkcji tego genu, a więc kodowanego przez ten 

gen białka oraz jego funkcji w metabolizmie (aktywności enzymatycznej) lub struktu- 
rze komórki. Dopiero poznanie wszystkich tych elementów pełniej charakteryzuje 
dany gen. Dokładne molekularne badania nad poznaniem genów odporności prowa- 

dzono na dwóch roślinach modelowych — rzodkiewniku pospolitym (Arabidopsis 
thaliana) oraz pomidorze, a wyniki tych prac opublikowano w ostatnich latach [22]. 

Dokładnie scharakteryzowany od strony molekulamej jako pierwszy dla zbóż był gen 

Lr10 pszenicy, opracowany przez zespół ze Szwajcarii [10, 11]. Sklonowany odcinek 
DNA tego genu położonego na chromosomie A ma długość 3878 bp, z czego część 

kodująca zawiera 3 egzony i 2 introny (rys. 3), koduje on białko nazwane kinazą od- 

pomościową LRK10o0 cechach białka receptorowego, o określonej sekwencji amino- 

kwasów [10]. 
Drugim genem odporności, który sklonowano i poznano jego sekwencję, jest gen 

Mlo pochodzenia mutacyjnego, warunkujący odpomość jęczmienia na wszystkie 

sekwencjonowanie i poznanie 
struktury i ekspresji 

. (kodowanego mRNA i białka) 
klonowanie 

pozycyjne sondy — 
nanoszenie markerów RFLP 
na mapę genomu (chromosomy) 

startery 10-nukleotydowe — 
identyfikacja prążków RAPD 

р 

Ma M 
inokulacja startery 20-nukleotydowe — 

identyfikacja odcinków markerowych 
(metody STS i SCAR) 

ekstrakcja DNA PCR 

  

иВМА — identyfikacja mRNA pojawiajacych się 

w wyniku infekcji tkanki przez patogena 

identyfikacja białek pojawiających się .. 
w wyniku infekcji jako produktów translacji 
(elektroforeza 2,4D) 

  kodowane białko 

Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie możliwości identyfikacji genów odporności U 

zbóż metodami molekularny mi
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Rysunek 3. Schemat genu Lr10: ATG — kodon początkowy, TAA — kodon końcowy, II, 
I2 — introny, El, E2, E3 — egzony 

rasy mączniaka porażające jęczmień, zlokalizowany na chromosomie 4L. Locus Mlo 
okazał się w rzeczywistości grupą genów (długości 30 kb) pochodzenia mutacyjnego, 
nieodpowiadającego teorii „gen na gen”. Locus Mlo koduje białko o łańcuchu długo- 
ści 60 kD, wchodzące w skład błony cytoplazmatycznej jęczmienia [20. 45]. 

Identyfikacji genu i naniesienia na mapę chromosomową dokonuje się różnymi 
metodami, np. sondami RFLP, poprzez detekcję specyficznego mRNA czy kodowa- 
nego białka, jak i produktu jego ekspresji. Umożliwia ona zaprojektowanie specyficz- 
nych starterów i opracowanie metod jego identyfikacji metodą PCR, co omówione zo- 
stanie niżej (rys. 3). 

Geny kodujące białka odpornościowe PR 
— 
  

W latach 80. odkryto białka odpomościowe u roślin, nazwane w skrócie białkami 

PR (od ang. nazwy pathogenesis related). Przykładem mogą być białka PR2, które 

Wykazują aktywność P-glukanazy. Geny kodujące B-glukanazy u jęczmienia zlokali- 
Zowano na chromosomie 3 [24]. Są one uaktywniane po infekcji roślin jęczmienia 

Przez różne patogeny. Białka PR w niektórych wypadkach stanowiły około 10% sumy 
białek rozpuszczalnych liści roślin. Oznaczono je jako PRI-PR11, a odpowiadające 
m geny yprl-yprl1. Okazało się, że białka te nie pojawiają się w porażonych tkan- 
ach roślin wtedy, gdy ma miejsce infekcja przez patogena o określonej formie spe- 

cjalnej i rasie fizjologicznej. Metabolity będące produktami ekspresji genów, uakty w- 
Mane w tkankach roślin w wyniku ich infekcji przez patogeny biotroficzne, są słabo 
poznane, Niemniej białka odpornościowe PR cechują się tym, że są wynikiem ekspre- 

JI powodowanej infekcją przez patogeny wirusowe, bakteryjne i grzybowe, a takie 
metabolity, jak kwas salicylowy i jasmonian, wzmagają ich wytwarzanie w roślinach 

oaz ogólną odpomość roślin na choroby powodowane przez patogeny polifagiczne. 

nom kodującym białka PR przypisywanych jest wiele innych funkcji w roślinie, 
Szczególnie w fazie generatywnej [52]. Geny te nie są analogiczne z genami odporno- 

XI ną patogeny wymienione w tabeli I, choć początkowo tak sądzono.
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Populacje wirulencji patogenów 
  

Każdy z regionów geograficznych cechuje się występowaniem odmiennej grupy 
ras fizjologicznych poszczególnych patogenów [4]. W ostatnich dwóch dekadach do 
badań nad patogenami biotroficznymi wprowadzono pojęcie populacji wirulencji 
kompatybilnych do poszczególnych genów odporności. W ramach krajów Unii Euro- 
pejskiej, jak i krajów nienależących do UE utworzono międzynarodową grupę 
współpracy nad patogenami zbóż. W ramach tej współpracy określono m.in. najczę- 
ściej występujące grupy wirulencji mączniaka prawdziwego pszenicy. Sąto grupy wi- 
rulencji Pml, Pm2, Pm3, Pm4, Pm5, Pmó, Pm8 i Pm9 [21, 32, 51]. W Europie Za- 
chodniej zidentyfikowano też 50 populacji wirulencji Puccinia recondita f. sp. tritici, 
z których cztery dominowały i stanowiły 64% izolatów [25, 32], awszystkie były awi- 
rulentne wobec grupy genów odpomości rdzy brunatnej, a mianowicie: Lr9, Lr19, 
Lr21, Lr 24, Lr25 i Lr29. 

Poważne nasilenie chorób grzybowych w uprawach zbóż, stwierdzenie braku 
skuteczności ochrony chemicznej, narastanie tendencji proekologicznych w rolnic- 

twie i opracowanie nowych metod analizy DNA organizmów żywych przyspieszyły 
w ostatnich latach realizację prac molekulamych nad genami odpomości u tych roślin. 
W pracach tych łączone są metody genetyki klasycznej z metodami molekularnymi. 

Metody molekularne badań nad genami 
  

W najnowszych pracach nad DNA roślin wyróżnia się dwa różne spojrzenia na 

geny odporności na stresy u roślin — przyjmując, że odpomość jest cechą dziedzi- 
czoną jednogenowo lub też wielogenowo. W związku ztym wyodrębnia się dwie gru” 
py genów odpomości. Pierwsza grupa obejmuje geny R (putative resistance genes), W 

których wyróżnia się klase RGAs (resistance gene analogs) — analogi genów odpor- 
ności. Zawierają one konserwatywne motywy (sekwencje) w klasie genów zawie” 

rających domeny, wiążące nukleotydy (NBC), i domeny bogate w leucynę (LRR). 
Geny zawierające domeny NBC-LRR obecne są u różnych grup roślin [22]. Dobrze 
scharakteryzowany gen tej klasy Cre3, warunkujący odporność pszenicy (7riticum 
tauschii) na nicienie (cereal cyst nematode — Heterodera avenae Woll.), został Wy” 
korzystany dla przygotowania sond i zmapowania homologicznych loci w genomić 
pszenicy zwyczajnej (7. aestivum). Loci homologiczne występowały na wszy stkich 7 
chromosomach pszenicy. Podobieństwo składu aminokwasowego kodowanych prze” 
nie białek do składu aminokwasowego kodowanego przez sekwencję z locus Cre wy” 

nosiło 30-70% [46]. Geny tej grupy występują też w genomach innych zbóż — jĘCZ 

mieniu i ryżu [23]. Zmapowano 29 loci, z których 3 występowały w genomach A, B! 
D, a 6 w dwóch genomach (A i B lub B i D). Nie udało się jednak żadnego z tych loci
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powiązać ze znanymi genami odpomości naniesionymi na genom pszenicy (rys. 1). 
Geny R najprawdopodobniej kodują białka receptorowe — odbierające sygnał infek- 
cji. Przykładem takiego genu jest omówiony wyżej gen Lr10. Salamini [39] wyraził 
pogląd, że to właśnie geny z tej grupy są najbardziej obiecujące dla poprawy odpomo- 
ści roślin na agrofagi na drodze transformacji. 

Druga grupa to geny DR (defence response) — geny reakcji obronnej, określane 
też genami QTL — loci cech ilościowych odpomości [9]. Naniesiono na mapę pszeni- 
cy ponad 50 loci, reprezentujących kilka klas genów reakcji obronnej, za pomocą 508 
markerów mapy pszenicy i 36 klonów reprezentujących 7 klas genów. Grupa ściśle 
sprzężonych genów DR na chromosomie 7B, w skład którego wchodziły geny ko- 
dujące katalazę, chitynazę, thaumatyny i regulatory kanałów jonowych, wykazywała 
największy wpływ na reakcję odpomości na naturalną infekcję na rdzę brunatną roślin 
dorosłych. Jak dotąd wyróżniono 25 genów głównych Pm odpomości na mączniaka 
prawdziwego pszenicy (E. graminis). Geny te zapewniają odporność na określone po- 
pulacje wirulencji. Równocześnie odpomość danej odmiany pszenicy na patogena 
jest wypadkową ekspresji licznych genów, z których każdy warunkuje odporność 
cząstkową. Geny te mogą występować w grupach określanych jako QTL — loci cech 
ilościowych [3]. Sumarycznie ich działanie przyczynia się do zadowalającej trwałej 
odporności roślin w warunkach uprawy polowej. Dzięki obecności genów tej grupy 
uzyskano znaczną tolerancję odmian pszenicy na porażenie przez mączniaka w Wiel- 
kiej Brytanii (J. Brown — informacja ustna). 

Powyższe prace wnoszą wiele danych dla identyfikacji i działania genów odpor- 
ności. Wykazują one, że dla wielu patogenów cecha odporności na choroby funkcjo- 
nuje tak jak cechy ilościowe z udziałem kilku sprzężonych genów. 

Markery molekularne pośrednie umożliwiające identyfikację 
genów odporności 

— 

Genomy roślin zbożowych, a szczególnie genom pszenicy, mają znaczną wiel- 
kość i duży procent sekwencji niekodujących, repetytywnych w DNA. Najprostszy 
$enom wśród roślin zbożowych ma ryżi stąd najbardziej zaawansowane jest poznanie 
8enomu tego gatunku (tab. 2). Prowadzone są prace porównawcze nad genami odpor- 
NOŚCI u ryżu i innych zbóż [11]. | 

W ostatnich latach pojawiło się w piśmiennictwie wiele danych o pośrednich 
Markerach molekularnych opracowanych dla identyfikacji genów odporności roślin 
zbożowych typu RFLP, RAPD i STS [54]. Wiele markerów naniesiono na mapy 
sćnetyczne i fizyczne genomu zbóż. Przy znacznej liczbie naniesionych markerów | 
użym ich zagęszczeniu zlokalizowano dość dokladnie położenie genów odporności 

ta chromosomie [27, 40, 44]. Markery specyficzne, typu STS lub SCAR, opracowano
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Tabela 2. Wielkość genomów roślin zbożowych [2] 
  

  

Roślina Wielkość genomu (Mbp) 

Ryż 415—439 

Kukurydza 2292-2716 

Pszenica 15966 

Jeczmien 4873 

Owies 11315 
  

Tabela 3. Markery DNA pośrednie opracowane dła identyfikacji genów odporności na 
mączniaka prawdziwego u pszenicy 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

Geny Lokalizacja Pochodzenie Typ markera DNA 
odporności na chromosomie genu i pozycja literatury 

Pmla 7AL T. aestivum RAPD, OPG-111900 
RFLP [15, 17 Pmlb TAL Т. monococcum | 

Pmid 7AL T. spelta var. duham 

Pm2 505 Ae. squarrosa RAPD, OPG-111900 
RFLP [15] 

Pm3a 1AS T. aestivum STS [29] 
RFLP [16 

Pm3b 1А$ T. aestivum [16] 

Pm3c IAS T. aestivum 

Pm3d 1AS T. aestivum 

Pm3e 1А$ T. aestivum 

Pm3f 1AS T. aestivum 

Pm4a 2AL T. durum RFLP [44] 

Pm4b 2AL T. carthlicum 

Pm13 35 Ae. longissima RFLP, RAPD, 
STS, DDRT-PCR [5] 

Pml8 (Pmlc) 7AL T. aestivum RAPD, OPG-111900 
RFLP [15] a 

Pm25 1A T. beoticum RAPD 
OPX061050 
OPAG04950 
OPAI14600 [44]
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dotąd dla niewielkiej liczby genów odpomości. W tabeli 3 zestawiono opisane do- 
tychczas markery DNA dla wykrywania genów odporności na mączniaka u pszenicy, 
aw tabeli 4 markery dla genów odpomości na rdzę liściową pszenicy. Startery (RAPD 
lub STS) pozwalają na wykrycie na żelu poliakrylamidowym lub agarowym pasm 

. amplifikowanego w reakcji PCR odcinka DNA, leżącego na chromosomie w bliskim 
sąsiedztwie właściwego genu odporności [8]. Idealnym markerem jest część DNA 
genu odpomości (marker bezpośredni), amplifikowana przy udziale odpowiednich 
starterów metodą PCR. Aktualnie takie markery opracowano dla genu Lr10, gdyż po- 
znana jest jego całkowita sekwencja [10]. Gen ten nie zapewnia jednak odpomości 
pszenicy na populacje rdzy występujące w Polsce i Europie. Marker STS zastosowano 
do identyfikacji genu odporności Lr10 w 50 odmianach i liniach hodowlanych psze- 
nic europejskich. Zestaw zaprojektowanych starterów Lrk10 D1, Lrk10 D2 (tab. 4) w 
reakcji PCR powodował amplifikację dwóch prążków długości 282 bp i 362 bp. Se- 
kwencjonowanie wykazało, że różne długości prążków pochodzą od dwóch insercji i 
mutacji obecnych w jednym zalleli: jeden (282 bp) występował w 6 odmianach, a dru- 
gi, dłuższy (362 bp) w 15. Obecność odcinków markerowych w odmianach była zgod- 
na z odpornością na populację wirulencji Lr10, testowana po inokulacji (41). Podobna 
Sytuacja może występować przy identyfikacji innych genów odpomości. 

Najwcześniej opracowano markery wykorzystujące polimorfizm fragmentów re- 
strykcyjnych, czyli RFLP (restriction fragment length polymorphism). W metodzie 
RFLP wykorzystuje się dostępne, znakowane sondy molekulame. DNA wyizolowa- 
ne preparatywnie z tkanki roślinnej i dobrze oczyszczone poddaje się działaniu enzy- 
mów restrykcyjnych, tnących nić w określonych miejscach. Fragmenty te rozdziela 
ię na żelu metodą elektroforezy, przenosi na membranę nylonową metodą Southema, 
anastępnie hybrydyzuje ze znakowaną sondą o znanej sekwencji. Jeśli hybrydyzacja 
zachodzi, to na kliszy uzyskuje się sygnał w postaci prążka. Wykorzystanie dzie- 
Stątek, a nawet setek sond pozwala na uzyskanie nasyconej mapy okolicy badanego 
вепи odporności i wybór markera leżącego najbliżej poszukiwanego genu, to jest naj- 
ściślej znim sprzężonego, najlepiej w odległości mniejszej od 1 cM (1 cM odpowiada 
ЧА. thaliana u około 200 000 par zasad au pszenicy |-3 Mbp). Taka bliska odległość 
Powoduje, że szansa przerwania tego sprzężenia w wyniku crossing-over jest niewiel- 
Ка, а Więc w potomstwie markerowy odcinek DNA będzie obecny we wszystkich 
osobnikach z genem odporności, a nie będzie obecny w osobnikach, które nie odzie- 
dziczyły genu odporności. Opracowanie markera RFLP jest na ogół wstępem do uzy- 

skanią prostszych w użyciu markerów RAPD i STS (sequence tagged site), nazywa- 
tych też markerami SCAR (sequence characterized amplified region). Markery 
APD w wypadku pszenicy dają mało powtarzalne wyniki [8], dlatego przekształca 

SĘ Je w markery typu STS lub SCAR. 
7 Amplifikacja fragmentu, z którym hybrydyzuje sonda, i określenie jego sekwen- 

(JI pozwala na zaprojektowanie pary specyficznych starterów. Startery te, określane



30 J.Chełkowski, K. Sznajder 

jako „forward” 1 „reverse”, w reakcji PCR pozwalają na amplifikację markerowego 
odcinka DNA dlugości 200-1000 bp i jego wykrycie po elektroforezie na żelu [49]. 

Tabela 4. Markery DNA opracowane dla identyfikacji genów odporności na rdzę liściową 
pszenicy 
  

  

Gen Lokalizacja _ Pochodzenie genu Typ markera DNA i źródło 
Lr9 6BL Aegilops umbellulata RFLP cMW 684 

STS [43] 
[110 1А$ Thatcher Lr10 RFLP [11], STS [10, 41] 
Lr19 7DL .dgropyron elongatum RFLP [34] 
Lr21 1DL Triticum tauschii 
Lr24 3DL Agropyron elongatum RFLP PSR 1205, PSR 1203, 

PSR 388, PSR 904, 
PSR 931, PSR 1067 

RAPD OPJ-09 
STS; J09/1 i JO9/2 [42] 

Lr25 4AB Rosen Rye RAPD [35] 
Lr28 ' 4BL Aegilops speltoides RAPD OPJ-01 [31] 
Lr29 7DS Agropyron elongatum RAPD [35] 
Lr35 2B Triticum speltoides RFLP, STS [40] 
  

Skróty w tabelach 3 i 4 oznaczają: 
А, В, D — genomy zkladające się na genom pszenicy zwyczajnej; 
S — genom 7rificum speltoides (zaraz za numerem chromosomu); 
S — krótkie ramię chromosomu (numery chromosomów 1-7); 
L — długie ramię chromosomu. 
Lokalizacja na chromosomie oznacza połączenie genu na odpowiednim chromosomie i na 
jego krótszym (S) lub dłuższym (L) ramienia, co pomaga wyjaśnić rysunek 1. 

Zaprojektowanie starterów reakcji PCR ściśle dla genu odporności uwarunkowa” 
ne jest poznaniem sekwencji genu. Jest możliwe poznanie takiej sekwencji dwiema 
metodami: 
— poprzez sklonowanie i zsekwencjonowanie genu [10], 
— poprzez naniesienie w okolice odcinka DNA, zawierającego gen R, licznych sond 

molekularnych RFLP i poznanie tym sposobem sekwencji genu lub jego części [, 
12, 13, 15, 17, 18, 44]. 
Udało się uzyskać mapy chromosomów pszenicy z naniesionymi genami odpor- 

ności i markerami RFLP zebranymi w tabelach 3 i 4, Mapy z zagęszczonymi markera” 
mi RFLP pozwalają odczytać sekwencje leżące blisko genu odporności. W dalszej Kor 
lejności dobrano specyficzne startery 20-nukleotydowe, pozwalające na amplifikacjć 
tego odcinka DNA w reakcji PCR. ! 

Aktualne piśmiennictwo wymienia 25 genów odpomości u pszenicy na E. gram” 
nis. Ich oznaczenia od Pm1 do Pm25 wskazują na obecność w roślinach pszenicy loci 
o określonej ekspresji występowania lub braku kolonii przy obecności danego genu
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odporności mączniaka na skutek infekcji określonymi populacjami wirulencji pato- 
gena. W ostatnich latach dla kilku loci wykryto po kilka alleli [33]. W tych wypadkach 
do oznaczenia locus dodano odpowiednią literę (np. Pmla, Pmlb, Pmld). Większość 
zidentyfikowanych genów odporności na mączniaka pochodzi z tetraploidalnych ga- 
tunków 7rificum, kilka z heksaploidalnego 7. aestivum, atakże z Secale cereale (geny 
w obrębie translokacji z żyta) i zgatunków Aegilops (tab. 3) [21, 26, 45, 48, 49, 54]. 

Żaden z „genów ” odporności na mączniaka u pszenicy nie został jeszcze sklono- 
wany ani też w pełni zlokalizowany za pomocą sond molekulamych RFLP, co umożli- 
wiłoby określenie jego sekwencji. Udało się natomiast opracować markery moleku- 
lame RFLP, RAPD lub STS dla kilku genów (tab. 3). Markery te nazywane markerami 
pośrednimi identyfikują odcinek DNA leżący w bliskiej odłegłości od właściwego 
sćnu. Markery takie mogą być użyteczne dla identyfikacji odpomości (czyli genu od- 
porności) w pracach hodowlanych, choć pewniejsze są markery bezpośrednie. Dodat- 
kowym utrudnieniem może być obecność w danej odmianie czy linii genu — supreso- 
a. Geny supresory wykryto dla genów odporności Pm8 i Pm17 [14, 53]. W takich 
wypadkach fizyczna obecność sekwencji genu odpomości nie będzie związana z od- 
pomością danej rośliny (linii, odmiany), gdyż zablokowana będzie funkcjai ekspresja 
snu. Wymienione geny Pm8 i Pm17 są najprawdopobniej różnymi allelami tego sa- 
mego genu. 

Rdza brunatna pszenicy, powodowana przez Puccinia recondita Rob. Ex Desm. 
Е Śp. (rifici, jest jedna z wazniejszych chor6éb pszenicy na świecie. W obrębie popula- 
Jl tego grzyba rozpoznano w Polsce wiele ras patogena o zróżnicowanej wirulencji 
Wobec różnych odmian i linii pszenicy. Obecnie poznano 44 geny odporności na rdzę 
brunatną pszenicy [38]. Dla kilku z nich są opracowane markery molekularne RAPD, 
STS lub RFLP [31, 42, 43]. Geny Lr9, Lr19 i Lr24 są jednymi z efektywniejszych ge- 
tów odporności na rdzę w Polsce. 

_ Marker SCAR dla identyfikacji trzech genów równocześnie opracowali Robezc i 
in. [37]. Marker ten jest sprzężony z trzema różnymi genami odpomości Yr17, Lr37i 
3138 j moze być wykorzystany do identyfikacji tych genów w materiałach hodowla- 
tych. Marker SCAR opracowano również dla genu warunkującego odporność na 
Tszycę Diuraphis noxia Mardvilko [30]. 

— QTL odporności na fuzariozę kłosa zmapowano na chromosomie 7A, posługując 
‘analiza AFLP iRAPD [3]. Temu głównemu lokusowi przypisać można do 60% ge- 
tetycznej zmienności odporności na fuzariozę kłosa u pszenicy. Można oczekiwać 
Opracowania starterów specyficznych typu STS dla wymienionego głównego QTL 
Sdpomości na fuzariozę. 

Prowadzenie hodowli uprawnych odmian pszenicy, jęczmienia i innych zbóż o 
tałej podatności na patogeny i powodowane przez nie choroby, zktórych najważniej- 
Sze Wymienione są w tabeli 1, związane jest z wprowadzeniem do materiałów hodow- 
tych genów odporności i jest procesem wieloletnim. Cechą aktualnie dostępnych 

'an polskich tych zbóż jest mała różnorodność genetyczna, szczególnie mała w
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odniesieniu do genów odporności na patogeny [21]. Jest to wynikiem wykorzystywa- 
nia przez hodowców małej liczby wyjściowych źródeł odporności. Opracowywane 
obecnie markery dlagenów odpomości, zarówno DNA jak i enzymatyczne i białkowe 

stwarzają szansę na ułatwienie i przyspieszenie skutecznej selekcji potomstwa po 

krzyżowaniu pod kątem dziedziczenia genów odporności na patogeny. 

Podsumowując, należy podkreślić, że w ostatnich kilku latach dokonano znaczne- 

go zaawansowania prac związanych z lokalizacją na chromosomach i identyfikacją 

genów odpomości na ważne patogeny grzybowe zbóż. W najbliższych latach spo- 
dziewać się można opracowania markerów specyficznych dla szeregu istotnych ge- 
nów odporności, co może przyspieszyć prace hodowlane zmierzające do poprawy od- 

pomości odmian zbóż na ważne patogeny. Obecnie możliwa staje się ich identyfikacja 
w materiałach hodowlanych reakcją PCR po uprzedniej ekstrakcji DNA z listków 

około 7-dniowych siewek. 
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Molecular identification methods of pathogen resistance 
genes in cereals 

_ 

Key words: cereal pathogens, resistance genes, molecular identification 

Summary 

Recent research results concerning identification methods of resistance genes to 
ungal pathogens in cereals are reviewed in the paper. PCR (polymerase chain reac- 

tion) methods (STS, SCAR) are presented, useful for detection of resistance genes to
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powdery mildew and leaf rust in breeding forms of wheat. Methods and possibilities 

of new markers design are described. Examples of cloned resistance genes in cereals 

are given, followed with genes mapping in wheat and barley genomes. 
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