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W poprzedniej pracy [6] dokonano przegladu pismiennictwa z zakresu moleku-
lamych metod identyfikacji patogenéw zboz do roku 1999. W tej pracy omowiono
mozliwosci identyfikacji genow odpornosci rolin zbozowych na patogeny i mozli-
Wosci zastosowania tych metod, przedstawione w pracach opublikowanych do konca
roku 1999. Problematyka badarn nad genami odpomosci realizowana jest na pograni-
¢zu kilku dziedzin nauki: fitopatologii, genetyki, biologii molekulame;j i hodowli ro-
Slin, i wymaga Scislej wspélpracy roznych specjalistow [1]. W pracach nad genami
odpornosci napotyka si¢ terminologi¢ genetyczna i fitopatologiczna, co powoduje
niejednokrotnie nieporozumienia w postugiwaniu si¢ nazewnictwem.

Dziedziczona genetycznie odpomnos¢ roslin zbozowych (jak i innych grup ros'li'n
Uprawnych) na patogeny i powodowane przez nie choroby zwigzana jest z obecnoscia
i ekspresja genow odpornosci okreslanych w skrécie genami R. Szczegoly dotyczace
odpornosci roélin na choroby i interakeji roslina-patogen znajdzie czytelnik w pra-
Cach Boreckiego [4] i Arseniuka [1].

Geny odpornosci

\

W tabeli 1 zestawiono dotychczas poznane geny odpornosci zb6z na patogeny
8rzybowe, tak biotrofy, jak i nekrotrofy. Na rysunku 1 przedstawiono schematyc;nle
lOkalizach genow Pm i Lr oraz QTL na chromosomach pszenicy genoméw A, Bi D.

®todami genetycznymi poznano ponad 200 gendéw odpornosci u zboz, w tym 2§ ge-
6w P odpornosci na Erysiphe graminis f. sp. tritici, powodujacego ma(czn}gkg
p'aWdziwcgo pszenicy, i 44 genéw Lr odpomosci na Puccinia reconditq f. sp. mnc?.,
SPrawce rdzy brunatnej u pszenicy [7, 38]. W ostatnich dziesieciu latach identyfikacji
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genow odpomosci dokonywano na podstawie laczenia metod genetycznych 1 testow
inokulacyjnych z fizycznym i genetycznym mapowaniem za pomoca sond molekular-
nych — markeréw RFLP (7, 12, 13, 15, 16, 42, 43, 44, 46, 48], a ostatnio takze techniki
AFLP [3].

Tabelal. Oznaczeniazidentyfikowanych genéw odpornosci roslin zbozowych na patogeny

Oznaczenie Liczba zidentyfiko- Choroba, na ktéra geny zapewniaja

symboli genow wanych genéw od- odpornoéé

odpormnosci pornosci

Lr 45 rdza lisciowa pszenicy i zyta [38]

Sr 38 rdza zdzblowa [38]

Yr 18 rdza z6lta [38]

Pm 23 maczniak prawdziwy pszenicy [7, 44]

Rph 14 rdza liSciowa jgczmienia [36]

Milo (ml-o) grupa genow geny pochodzenia mutacyjnego, nieodpowiada-

dlugosci 30 kb. Jjacego teorii gen-na-gen, dajace odpornosé jecz-
mienia na wszystkie rasy maczniaka jgczmienia
[19]; locus Mlo zlokalizowano na chromosomie
4L [45]

Mia 30 gen6w geny odpornosci na maczniaka jgczmienia po-
(11 grup alleli) chodzace od Hordeum spontaneum, zlokalizo-
wane na chromosomie 1H [18]

MIi(La) geny odporosci pochodzace z Hordeum laevi-
gatum, zlokalizowane na chromosomie 2 [12]
Rcs 2 geny kontrolujace odporno$¢ jeczmienia na Co-

chliobulus sativus; w stadium siewki na chr. 1P,
u roslin doroslych na chr. 5P [47]

Rpt 5 geny kontrolujace odpornosé jeczmienia na Py-
renophora teres, w stadium siewki, zlokalizo-
wane na chromosomach 4 i 6, u roélin doroslych
na chromosomach 1,2 i 3 [47]

RS I3 geny odpornosci jeczmienia na Rhynchos;éo-
rium, zlokalizowane na chromosomach 18,
[13]

Geny ypr ~7 genéw geny uaktywniane po infekcji przez rozne pai(i-
_(1-3)-B-glukanazy geny, zlokalizowanc na chromosomic 3HL [24]

Ponizsze geny odpomosci zapewniaja calkowit odporoéé na pojedyncze popu-
lacje wirulencji czy rasy fizjologiczne patogenéw.

Geny: Lr, Sr, Yr, Pm, Rph, Mlo, Mla, MI(La) zostaly zidentyfikowane genet}"fz'
nie, cho¢ kilka z nich naniesiono na mapy chromosomowe za pomoca markerow
RFLP. W zamieszczonej w tabeli | pierwszej grupie czterech genéw symbole literowe
odpowiadaja pierwszym literom angielskim nazw choréb, na ktore geny te warunkuja
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Rysunek 1. Schematyczne rozmieszczenie genéw odpornosci Pm i Lroraz QTL odpornosci
na Fusarium na chromosomach pszenicy genoméw A, BiD

deomos'é, awigc: Lr— leaf rust (rdza li$ciowa, czyli brunatna), Sr— stem rust (rdza
Zd;’hlowa), Yr — yellow rust (rdza z6lta) i Pm — powdery mildew (maczniak praw-
dziwy), Ml — maczniak prawdziwy jeczmienia.

Geny Rcs, Rpt. Rrs oraz gen kodujacy biatko ypr (1-3)-B-glukanazy naniesiono na
Mapg genetyczng jgczmienia metodami molekularnymi. Przy oznaczaniu genéw od-
Pornosci identyfikowanych w ostatnich latach ich skrét literowy poprzedza litera R
Przed skrotem literowym lacinskiej nazwy patogena, np. Rrs — gen odpornosci na
Rhynchosporium secalis (tab. 1).

Metody identyfikacji genéw odpornosci na patogeny

Identyfikacja genéw odpornosci na patogeny biotroficzne (patogeny powodujace
'dze i maczniaka) Jest dokonywana metoda inokulacji zestawami izolatow ras patoge-
N3, zawierajacych okreslone geny wirulencji [21, 28, 50, 51]. Geny odpomosci mozna
lokalizowaé na chromosomach za pomoca tzw. populacji mapujacych i zestawow lini
(near izogenic lines — skrot NILs) lub tez zestawéw linii podwojonych haploidow (li-
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nii DH). Przykladem moze by¢ naniesienie na mapg jeczmienia genéw odpomosci
Rpt na Pyrenophora teres i genéw Res odpomosci na Cochliobolus sativus, przy wy-
korzystaniu 150 linit DH wyprowadzonych z odmian Streptoe i Morex [47].

Prace molekulame nad genami odpornosci u zboz 1 innymi genami roslin maja na
celu poznanie zaréwno struktury genu, czyli sekwencji zasad calego genu, jednego
lub kilku egzonow 1 intronéw ($rednio okolo 2000-10000 bp), w tym sekwencji od-
cinka kodujacego i promotora, jak i funkcji tego genu, a wiec kodowanego przez ten
gen bialka oraz jego funkcji w metabolizmie (aktywnos$ci enzymatycznej) lub struktu-
rze komorki. Dopiero poznanie wszystkich tych elementow pelniej charakteryzuje
dany gen. Dokladne molekularne badania nad poznaniem genéw odpomosci prowa-
dzono na dwéch roslinach modelowych — rzodkiewniku pospolitym (Arabidopsis
thaliana) oraz pomidorze, a wyniki tych prac opublikowano w ostatnich latach [22].
Dokladnie scharakteryzowany od strony molekulamej jako pierwszy dla zbéz byl gen
Lr10 pszenicy. opracowany przez zespol ze Szwajcarii [10, 11]. Sklonowany odcinek
DNA tego genu polozonego na chromosomie A ma dlugosé¢ 3878 bp, z czego cz¢$é
kodujaca zawiera 3 egzony 1 2 introny (rys. 3), koduje on biatko nazwane kinaza od-
pomosciowa LRK 10 o cechach bialka receptorowego, o okreslonej sekwencji amino-
kwasow [10].

Drugim genem odpormosci, ktory sklonowano i poznano jego sekwencje, jest gen
Mlo pochodzenia mutacyjnego, warunkujacy odpomosé jeczmienia na wszystkie

sekwencjonowanie i poznanie
struktury i ekspresji

. (kodowanego mRNA i biatka)
klonowanie
pozycyne sondy —

nanoszeni¢ markeréw RFLP

na map¢ genomu (chromosomy)

startery 10-nukleotydowe —
identyfikacja prazkéw RAPD

ekstrakcja

DNA — PCR/
\

inokulacja startery 20-nukleotydowe —
identyfikacja odcinkéw markerowych
(metody STS i SCAR)

mRNA ——— identyfikacja mRNA pojawiajacych si¢
w wyniku infekcji tkanki przez patogena

identyfikacja bialek pojawiajacych si¢ ..
w wyniku infekcji jako produktow translacyt
(elektroforeza 2,4D)

kodowane bialko

Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie mozliwos$ci identyfikacji genow odpornosct ¥
zb6z metodami molekularny mi
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Rysunek 3. Schemat genu Lr10: ATG — kodon poczatkowy, TAA — kodon koricowy, 11,
[2 — introny, El, E2, E3 — egzony

rasy maczniaka porazajace jeczmien, zlokalizowany na chromosomie 4L. Locus Mlo
okazal si¢ w rzeczywistosci grupa gendw (dlugosci 30 kb) pochodzenia mutacyijnego,
nieodpowiadajacego teorii ,,gen na gen”. Locus Mlo koduje biatko o taicuchu dhugo-
Sc1 60 kD, wchodzace w sklad blony cytoplazmatycznej jeczmienia [20. 45].

Identyfikacji genu i naniesienia na mape chromosomowa dokonuje si¢ réznymi
metodami, np. sondami RFLP, poprzez detekcje specyficznego mRNA czy kodowa-
nego bialka, jak 1 produktu jego ekspresji. Umozliwia ona zaprojektowanie specyficz-
nych starterow i opracowanie metod jego identyfikacji metoda PCR, co oméwione zo-
Stanie nizej (rys. 3).

Geny kodujace bialka odpornosciowe PR

——

W latach 80. odkryto biatka odpomosciowe u roslin, nazwane w skrécie bialkami
PR (od ang. nazwy pathogenesis related). Przykladem moga by¢ biatka PR2, ktore
Wykazujq aktywnos¢ B-glukanazy. Geny kodujace B-glukanazy u jeczmienia zlokali-
Z0wano na chromosomie 3 [24]. Sa one uaktywniane po infekcji roslin jeczmienia
Przez rozne patogeny. Biatka PR w niektérych wypadkach stanowily okolo 10% sumy
bia-lek rozpuszczalnych lisci roslin. Oznaczono je jako PR1-PR11, a odpowiadajace
Im geny yprl-yprl1. Okazalo si¢, ze bialka te niec pojawiaja si¢ w porazonych tkan-
ach roslin wtedy, gdy ma miejsce infekcja przez patogena o okreslonej formie spe-
%alnej i rasie fizjologicznej. Metabolity bedace produktami ekspresji genéw, uakty w-
Mane w tkankach roélin w wyniku ich infekcji przez patogeny biotroficzne, sa stabo
P?znlane. Niemniej biatka odpornosciowe PR cechuja si¢ tym, ze sa wynikiem eksprc_:-
I powodowane;j infekcja przez patogeny wirusowe, bakteryjne i grzybowe, a takie
Metabolity, jak kwas salicylowy i jasmonian, wzmagaja ich wytwarzanie w ro$linach
O3z og6Ing odpomosé roslin na choroby powodowane przez patogeny polifagic.zn.e.
®hom kodujacym biatka PR przypisywanych jest wiele innych funkcji w ro$linie,
S,Zfizeg()lnie w fazie generatywnej [52]. Geny te nie sa analogiczne z genami odporno-
%1na patogeny wymienione w tabeli 1, choé poczatkowo tak sadzono.
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Populacje wirulencji patogenéw

Kazdy z regionéw geograficznych cechuje si¢ wystegpowaniem odmiennej grupy
ras fizjologicznych poszczegolnych patogenow [4]. W ostatnich dwéch dekadach do
badan nad patogenami biotroficznymi wprowadzono pojgcie populacji wirulencji
kompatybilnych do poszczegélnych genéw odpornosci. W ramach krajéw Unii Euro-
pejskie), jak i krajow nienalezacych do UE utworzono migdzynarodowa grupe
wspolpracy nad patogenami zboz. W ramach tej wspolpracy okreslono m.in. najcze-
Scie) wystgpujace grupy wirulencji maczniaka prawdziwego pszenicy. Sa to grupy wi-
rulencji Pm1, Pm2, Pm3, Pm4, Pm5, Pm6, Pm8 i Pm9 [21, 32, 51]. W Europie Za-
chodniej zidentyfikowano tez 50 populacji wirulencji Puccinia recondita f. sp. tritici,
zktorych cztery dominowaly i stanowily 64% izolatow [25, 32], a wszystkie byly awi-
rulentne wobec grupy genéw odpomosci rdzy brunatnej, a mianowicie: Lr9, Lrl9,
Lr21, Lr24, Lr251 Lr29.

Powazne nasilenie chorob grzybowych w uprawach zbodz, stwierdzenie bra!m
skutecznosci ochrony chemicznej, narastanie tendencji proekologicznych w rolnic-
twie 1 opracowanie nowych metod analizy DNA organizméw zywych przyspieszy*y
w ostatnich latach realizacjg prac molekulamych nad genami odpornosci u tych ros'.lm.
W pracach tych laczone sa metody genetyki klasycznej zmetodami molekulamymi.

Metody molekularne badan nad genami

W najnowszych pracach nad DNA roslin wyrdznia si¢ dwa rdzne spojrzenia na
geny odpornosci na stresy u rolin — przyjmujac, ze odpornosé jest cecha dgiedll'
czongjednogenowo lub tez wielogenowo. W zwigzku z tym wyodrebnia si¢ dwie gru-
py gendw odpomosci. Pierwsza grupa obejmuje geny R (putative resistance genes), W
ktorych wyréznia sig klasg RGAs (resistance gene analogs) — analogi genow odP‘_’"
nosci. Zawieraja one konserwatywne motywy (sekwencje) w klasie genow zawie-
rajacych domeny, wiazace nukleotydy (NBC), i domeny bogate w leucyn¢ (LRR).
Geny zawierajace domeny NBC-LRR obecne sq u réznych grup roélin [22]. Do.brze
scharakteryzowany gen tej klasy Cre3, warunkujacy odpornosé pszenicy (Zriticult
tauschii) na nicienie (cereal cyst nematode — Heterodera avenae Woll.), zostal Wy~
korzystany dla przygotowania sond i zmapowania homologicznych loci w genfimle
pszenicy zwyczajnej (T aestivum). Loci homologiczne wystepowaly na wszy stkich 7
chromosomach pszenicy. Podobienstwo sktadu aminokwasowego kodowanych przeZ
nie bialek do skladu aminokwasowego kodowanego przez sekwencj¢ z locus er wy-
nosito 30-70% |46]. Geny tej grupy wystepuja tez w genomach innych zboz — J&c2”
mieniu i ryzu [23]. Zmapowano 29 loci, z ktérych 3 wystepowaty w genomach A, BI
D, a 6 w dwoch genomach (A i B lub B i D). Nie udalo si¢ jednak zadnego z tych loc!
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powiaza¢ ze znanymi genami odpormosci naniesionymi na genom pszenicy (rys. 1).
Geny R najprawdopodobniej koduja biatka receptorowe — odbierajace sygnal infek-
¢ji. Przykladem takiego genu jest oméwiony wyzej gen Lr10. Salamini [39] wyrazit
poglad, ze to wlasnie geny z tej grupy sa najbardziej obiecujace dla poprawy odpomo-
Sci roslin na agrofagi na drodze transformagji.

Druga grupa to geny DR (defence response) — geny reakcji obronnej, okreslane
tezgenami QTL — loci cech ilosciowych odpomosci [9]. Naniesiono na mapg¢ pszeni-
¢y ponad 50 loci, reprezentujacych kilka klas genéw reakcji obronnej, za pomoca 508
markeréw mapy pszenicy i 36 klonéw reprezentujacych 7 klas genéw. Grupa $cile
Sprz¢zonych genéw DR na chromosomie 7B, w sklad ktérego wchodzily geny ko-
dujace katalaze, chitynazg, thaumatyny i regulatory kanaléw jonowych, wykazywala
najwigkszy wplyw na reakcj¢ odpomosci na naturalng infekcj¢ nardz¢ brunatna roslin
dorostych. Jak dotad wyrézniono 25 gendéw glownych Pm odpomosci na maczniaka
prawdziwego pszenicy (E. graminis). Geny te zapewniaja odpornosé na okreslone po-
pulacje wirulencji. Réwnoczesnie odpomosé danej odmiany pszenicy na patogena
Jest wypadkowa ekspresji licznych gendw, z ktérych kazdy warunkuje odpormosé
Czastkowa. Geny te moga wystepowaé w grupach okreslanych jako QTL — loci cech
llosciowych [3]. Sumarycznie ich dzialanie przyczynia si¢ do zadowalajace) trwale;j
odpornosci roslin w warunkach uprawy polowej. Dzigki obecnosci genéw tej grupy
uzyskano znaczna tolerancj¢ odmian pszenicy na porazenie przez maczniaka w Wiel-
kiej Brytanii (J. Brown — informacja ustna).

Powyzsze prace wnosza wicle danych dla identyfikacji 1 dzialania genéw odpor-
nosci. Wykazuja one, ze dla wielu patogendw cecha odpornosci na choroby funkcjo-
nuje tak jak cechy ilosciowe z udzialem kilku sprz¢zonych genow.

Markery molekularne posrednie umozliwiajace identyfikacje
gen6w odpornosci

————

Genomy roslin zbozowych, a szczegblnie genom pszenicy, maja znaczna wiel-
kos¢ i duzy procent sekwencji niekodujacych, repetytywnych w DNA. Najprostsz_y
8enom wsrod roslin zbozowych maryz i stad najbardziej zaawansowane jest poznanie
&enomu tego gatunku (tab. 2). Prowadzone sa prace poréwnawcze nad genami odpor-
N0sci u ryzu i innych zbéz [11]. _

W ostatnich latach pojawilo si¢ w pismiennictwie wiele danych o pos’r.edmc.:h
Markerach molekularnych opracowanych dla identyfikacji genéw odpomosci roslin
Zl)Oz'owych typu RFLP, RAPD i STS |54|. Wiele markeréw naniesiono na mapy
8énetyczne i fizyczne genomu zb6z. Przy znacznej liczbie naniesionych markerév'v !

Uzym ich zageszcezeniu zlokalizowano do$é dokladnie polozenie genéw odpomosci
"achromosomie [27,40,44]. Markery specyficzne, typu STS lub SCAR, opracowano
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Tabela 2. Wielkos$¢ genoméw roélin zbozowych [2]

Roslina Wielko$¢ genomu (Mbp)
Ryz 415-439

Kukurydza 2292-2716

Pszenica 15966

Jeczmien 4873

Owies 11315

Tabela 3. Markery DNA posrednie opracowane dla identyfikacji genéw odpornosci na
maczniaka prawdziwego u pszenicy

Geny Lokalizacja Pochodzenie Typ markera DNA
odpornosci na chromosomie  genu 1 pozycja literatury
Pmla 7AL T. aestivum RAPD, OPG-111900
RFLP [15, 17
Pmlb TAL T. monococcum [ ]
Pmid 7AL T. spelta var. duham
Pm2 5DS Ae. squarrosa RAPD, OPG-111900
RFLP [15]
Pm3a 1AS T. aestivum STS [29]
RFLP [16
Pm3b 1AS T. aestivum (16]
Pm3c 1AS T. aestivum
Pm3d 1AS T. aestivum
Pm3e 1AS T. aestivum
Pm3f 1AS T. aestivum
Pm4a 2AL T. durum RFLP [44]
Pm4b 2AL T. carthlicum
Pml3 3S Ae. longissima RFLP, RAPD,
STS, DDRT-PCR [5]
Pmi8 (Pmlc) 7AL T. aestivum RAPD, OPG-111900
RFLP [15] Y
Pm25 1A T. beoticum RAPD
OPX061050
OPAGO04950

OPAI14600 [44]
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dotad dla niewielkiej liczby genéw odpomosci. W tabeli 3 zestawiono opisane do-
tychczas markery DNA dla wykrywania genéw odpomosci na maczniaka u pszenicy,
aw tabeli 4 markery dla genow odpomosci na rdze lisciowa pszenicy. Startery (RAPD
lub STS) pozwalaja na wykrycie na zelu poliakrylamidowym lub agarowym pasm
- amplifikowanego w reakcji PCR odcinka DNA, lezacego na chromosomie w bliskim
sasiedztwie wlasciwego genu odpomosci [8]. Idealnym markerem jest czesé DNA
genu odpornosci (marker bezposredni), amplifikowana przy udziale odpowiednich
starterow metoda PCR. Aktualnie takie markery opracowano dla genu Lr10, gdyz po-
mana jest jego calkowita sekwencja [10]. Gen ten nie zapewnia jednak odpomosci
pszenicy na populacje rdzy wystepujace w Polsce i Europie. Marker STS zastosowano
do identyfikacji genu odpornosci Lr10 w 50 odmianach i liniach hodowlanych psze-
nic europejskich. Zestaw zaprojektowanych starterow Lrk10 D1, Lrk10 D2 (tab. 4) w
reakeji PCR powodowal amplifikacje dwoch prazkéw dlugosci 282 bp 1 362 bp. Se-
kwencjonowanie wykazalo, ze rézne dlugosci prazkow pochodza od dwéch insercji i
mutacji obecnych w jednym zalleli: jeden (282 bp) wystepowal w 6 odmianach, a dru-
gL dhuzszy (362 bp) w 15. Obecnosc odcinkéw markerowych w odmianach byta zgod-
12z odpornoscia na populacj¢ wirulencji Lr10, testowana po inokulacji (41). Podobna
Sytuacja moze wystgpowac przy identyfikacji innych genow odpomosci.
Najwczesniej opracowano markery wykorzystujace polimorfizm fragmentow re-
Stykeyjnych, czyli RFLP (restriction fragment length polymorphism). W metodzie
RFLP wykorzystuje si¢ dostgpne, znakowane sondy molekularne. DNA wyizolowa-
i€ preparatywnie z tkanki roslinnej i dobrze oczyszczone poddaje si¢ dziataniu enzy-
mow restrykcyjnych, thacych ni¢ w okreslonych miejscach. Fragmenty te rozdziela
Sig na zelu metoda elektroforezy. przenosi na membrane nylonowa metoda Southema,
4hastgpnie hybrydyzuje ze znakowana sonda o znanej sekwencji. Jesli hybrydyzacja
Zachodzi, to na kliszy uzyskuje si¢ sygnal w postaci prazka. Wykorzystanie dzie-
Siatek, a nawet setek sond pozwala na uzyskanie nasyconej mapy okolicy badauego
8¢u odpornoscei i wybér markera lezacego najblizej poszukiwanego genu, to jest naj-
Scislej z nim sprzg¢zonego, najlepie) w odleglosci mniejszej od 1 ¢cM (1 cM odpowiada
WA, thaliang u okolo 200 000 par zasad a u pszenicy 1-3 Mbp). Taka bliska odleglgs’é
Powoduje, ze szansa przerwania tego sprze¢zenia w wyniku crossing-over jest niewn;:l-
ka, 2 wigc w potomstwie markerowy odcinck DNA bedzie obecny we wszystkich
°S9bnikach z genem odpornosci, a nie bedzie obecny w osobnikach, ktdre nie odzie-
dZICZyly genu odpomosci. Opracowanie markera RFLP jest na ogdl wstgpem do uzy-
skallia prostszych w uzyciu markerow RAPD i STS (sequence tagged site), nazywa-
yeh tez markerami SCAR (sequence characterized amplified region). Markery
MAPD w wypadku pszenicy daja malo powtarzalne wyniki [8], dlatego przeksztalca
S¢Je w markery typu STS lub SCAR.
. Ampliﬁkaqia fragmentu, z ktorym hybrydyzuje sonda, i okreslenie jego sekwen-
9" pozwala na zaprojektowanie pary specyficznych starterow. Startery te, okreslane
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jako ,forward™ 1 ,reverse”. w reakcji PCR pozwalaja na amplifikacje markerowego
odcinka DNA dlugosci 200-1000 bp i jego wykrycie po elektroforezie na zelu [49].

Tabela4. Markery DNA opracowane dla identyfikacji genéw odpornosci na rdze lisciowa
pszenicy

Gen Lokalizacja Pochodzenie genu Typ markera DNA i zrédlo
Lr9 6BL Aegilops umbellulata RFLP cMW 684
STS [43]
Lr10 1AS Thatcher Lr10 RFLP [11], STS [10, 41]
Lrl9 7DL Agropyron elongatum RFLP [34]
Lr21 IDL Triticum tauschii
Lr24 3DL Agropyron elongatum RFLP PSR 1205, PSR 1203,
PSR 388, PSR 904,
PSR 931, PSR 1067
RAPD OPJ-09
STS; J09/11J09/2 [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]

Skréty w tabelach 3 i 4 oznaczaja;

A, B, D — genomy zkladajace si¢ na genom pszenicy zwyczajnej;
S — genom Triticum speltoides (zaraz za numerem chromosomu);
S — krétkie rami¢ chromosomu (numery chromosoméw 1-7);

L — dlugie rami¢ chromosomu.

Lokalizacja na chromosomie oznacza polaczenie genu na odpowiednim chromosomie i na
jego krotszym (S) lub diuzszym (L) ramienia, co pomaga wyjaénié rysunek 1.

Zaprojektowanie starterow reakcji PCR scisle dla genu odpornosci u“'amnkf’“’a'
ne jest poznaniem sekwencji genu. Jest mozliwe poznanie takiej sekwencji dwiema
metodami:

— poprzez sklonowanie i zsekwencjonowanie genu [10],
— poprzez naniesienie w okolice odcinka DNA, zawierajacego gen R, licznych, sgnd
molekularnych RFLP i poznanie tym sposobem sekwencji genu lub jego czgscl [,

12,13, 15, 17, 18, 44].

Udalo si¢ uzyska¢ mapy chromosoméw pszenicy z naniesionymi genami odpor-
no$ci i markerami RFLP zebranymi w tabelach 3 i 4. Mapy z zageszczonymi marlfefa’
mi RFLP pozwalaja odczytac sckwencje lezace blisko genu odpornosci. W dalsze] ke
lejnosci dobrano specyficzne startery 20-nukleotydowe, pozwalajace na amplifikac¢
tego odcinka DNA w reakeji PCR. :

Aktualne pismiennictwo wymienia 25 genéw odpomosci u pszenicy na E. gram"”
nis. Ich oznaczenia od Pm1 do Pm25 wskazuja na obecno$é w roélinach pszenicy loct
o okreslonej ekspresji wystepowania lub braku kolonii przy obecnosci danego gent
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odpornosci maczniaka na skutek infekeji okreslonymi populacjami wirulencji pato-
gena. W ostatnich latach dlakilku loci wykryto pokilkaalleli [33]. W tych wypadkach
do oznaczenia locus dodano odpowiednig liter¢ (np. Pmla, Pm1b, Pm1d). Wiekszosé
zdentyfikowanych genow odpornosci na maczniaka pochodzi z tetraploidalnych ga-
tunkow Triticum, kilka z heksaploidalnego 7' aestivum, atakze z Secale cereale (geny
wobrgbie translokacji z zyta) i z gatunkow Aegilops (tab.3) [21,26,45, 48,49, 54].

Zaden z »genow” odpornosci na maczniaka u pszenicy nie zostal jeszcze sklono-
Wany ani tez w pelni zlokalizowany za pomoca sond molekularnych RFLP, co umozli-
wiloby okreslenie jego sekwencji. Udalo si¢ natomiast opracowaé markery moleku-
lame RFLP, RAPD lub STS dla kilku genow (tab. 3). Markery te nazywane markerami
posrednimi identyfikuja odcinek DNA lezacy w bliskiej odleglosci od wlasciwego
genu. Markery takie moga by¢ uzyteczne dla identyfikacji odpomosci (czyli genu od-
pornosci) w pracach hodowlanych, choé pewniejsze sa markery bezposrednie. Dodat-
kowym utrudnieniem moze by¢ obecnosé w danej odmianie czy linii genu — supreso-
fa. Geny supresory wykryto dla genéw odpornosci Pm8 i Pm17 [14, 53]. W takich
Wypadkach fizyczna obecnosé sckwencji genu odpornosci nie bedzie zwigzana z od-
Pomoscia danej rosliny (linii, odmiany), gdyz zablokowana bedzie funkcjai ekspresja
genu. Wymienione geny Pm8 i Pm17 sg najprawdopobniej roznymi allelami tego sa-
Mego genu.

Rdza brunatna pszenicy, powodowana przez Puccinia recondita Rob. Ex Desm.
f-' Sp. tritici, jest jedna z wazniejszych chorb pszenicy na swiecie. W obrebie popula-
Aitego grzyba rozpoznano w Polsce wicle ras patogena o zréznicowanej wirulencji
Wobec réznych odmian i linii pszenicy. Obecnie poznano 44 geny odpornosci na rdze
brunatnq pszenicy [38]. Dlakilku z nich sa opracowane markery molekulame RAPD,
STS lub RFLP [31, 42. 43). Geny Lr9, Lr19i Lr24 s jednymi z efektywniejszych ge-
10W odpornosci na rdze w Polsce.
~ Marker SCAR dla identyfikacji trzech genow réwnoczesnie opracowali Robeic1
M. [37]. Marker ten jest Sprz¢zony z trzema roéznymi genami odpornosci Yr17, Lr371
3138 i moze by¢ wykorzystany do identyfikacji tych genéw w materiatach hodowla-
ych. Marker SCAR opracowano réwniez dla genu warunkujacego odpornos¢ na
"Szyce Diuraphis noxia Mardvilko [30].

- QTL odpornosci na fuzariozg¢ klosa zmapowano na chromosomie 7A, postugujac
“analiza AFLP i RAPD [3]. Temu gléwnemu lokusowi przypisaé mozna do 60% ge-
netycmej zmiennosci odpornosci na fuzarioz¢ klosa u pszenicy. Mozna oczekiwac
‘Pracowania starterow specyficznych typu STS dla wymienionego gtownego QTL
%dpornosci na fuzariozg.

PFO\\'adzenie hodowli uprawnych odmian pszenicy, jeczmienia i innygh zb()_z' 0
"atej podatnosci na patogeny 1 powodowane przez nie choroby, zktéryc'h najwazniej-
e WYmienione sa w tabeli 1. zwigzane jest z wprowadzeniem do materialow hodow-
any9h genéw odpornoscei i jest procesem wieloletnim. Cechg aktualnie dostgpnych

'an polskich tych zboz jest mata réznorodnosé genetyczna, szczego6lnie mala w
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odniesieniu do genéw odpomosci na patogeny [21]. Jest to wynikiem wykorzystywa-
nia przez hodowcoéw malej liczby wyjsciowych zrodel odpomosci. Opracowywane
obecnie markery dla genéw odpomosci, zarowno DNA jak i enzymatyczne i bialkowe
stwarzaja szans¢ na ulatwienie i przyspieszenie skutecznej selekcji potomstwa po
krzyzowaniu pod katem dziedziczenia genéw odpomosci na patogeny.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze w ostatnich kilku latach dokonano znaczne-
go zaawansowania prac zwigzanych z lokalizacja na chromosomach i identyfikacja
genow odpomosci na wazne patogeny grzybowe zboz. W najblizszych latach spo-
dziewac si¢ mozna opracowania markeréw specyficznych dla szeregu istotnych ge-
noéw odpomosci, co moze przyspieszy¢ prace hodowlane zmierzajace do poprawy od-
pomosci odmian zb6z na wazne patogeny. Obecnie mozliwa staje sie¢ ich identyfikacja
w materialach hodowlanych reakcja PCR po uprzedniej ekstrakcji DNA z listkow
okolo 7-dniowych siewek.
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Molecular identification methods of pathogen resistance
genes in cereals

————
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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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