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WPROWADZENIE

Lamliwos¢ zdzbta, powodowana przez grzyby patogenicZdeulimacula yallundae i O. acuformigest
najgrazniejsz choroly podstawyzdzbta. GenPchl, ktérego ekspresja najskuteczniej potrafi blokéwa
rozwdj tych patogendw zidentyfikowano w nieuprawngatunkuAegilops ventricosédD'D'M'M"). Co
wiecej, locusPchlzdotano przetransformowalo pszenicy zwyczajnejr(iticum aestivuni_.) na skutek
translokacji chromosomu 7D. Badania w potomstwigi Ipszenicznej stanowgej zrédio genuPchl
wlgczonego Ze. ventricosgozwolity stwierdzt, ze locusgenuPchlsprzzony jest Zocuskodugcym
endopeptydaz Ep-D1b (réwniez pochodacym z Ae. ventricosp Ep-D1b jest wytecznym markerem
izoenzymatycznym, dziedziczonym kodominacyjnie. Vgzgmicy endopeptydaza 1ER-1) jest
kontrolowana przez 3 locEp-Al, Ep-Bli Ep-D1zlokalizowanych odpowiednio w chromosomach: 7AL,
7BL i 7DL. Ep-D1 posiada dwa alleleEp-D1la— pochodacy z pszenicy oraEp-D1b pochodzcy

z Aegilops ventricosalego identyfikacja pozwala stwier@izibecnéé¢ genuPchl ze wzgédu na bliskie
potozenie tych dwdch sekwencji na dazym ramieniu chromosomu 7D (7DL). Wedtug danych
literaturowych markeEp-D1bw 100 % okréla reakcg na poraenie grzybamiOculimacula yallundae

i O. acuformis. Opracowano tatle marker STSXust SSR2001-7DLktérego locus jesicisle powihzane
ZlocusEp-D1.

MATERIAL BADAWCZY, CEL | METODYKA BADA N

Materiat badawczy stanowity 162 genotypy pszenicy o znicowanym podiéu genetycznym oraz
odmiana przenicy ozimej ,Rendezvousyta jako wzorzec odpordoi na famliwa¢ zdzbta.

Cel badan:

1. Analiza izozyméw endopeptydaz celem identyfikapecndci markera izoenzymatycznedep-
D1b.

2. ldentyfikacja obecrsoi markeraSTS Xust SSR2001-7Dktorego locus jestisle powzane docus
Ep-D1.

3. Analiza ekspresji genBchl w warunkach polowych (testiyn vivo) skontrolowana w warunkach
inokulacji wybranych genotypéw zarodnika@culimacula yallundae i O. acuformis.

Metodyka badan:

Do bada pobrano pi¢ roslin z kazdego genotypu, cadznie stanowito 810 prob. Anadipolimorfizmu
allozyméw przeprowadzono w ekstraktach z Z éwiezej tkanki lisciowej. 1zoenzymy analizowano za
pomog elektroforezy horyzontalnej na 1026lu skrobiowymZele przygotowano zayciem buforu tris
citrate pH 7. Przez okres trzech godzin prowadZwomyzontala elektroforez w temperaturze°® przy
napkciu 200V.Zele inkubowano w temperaturze°@7przez 2 godziny w 0,5% roztworze niskotopliwej
agarozy zawiergcym 2,56 mg Fast Black K Salt i 1,12 mg BANA w 0/1Trizma maleate-NaOH — pH
5,8. Rownolegle dokonano identyfikacji obeécio markera STSXust SSR2001-7DL Izolacg
genomowego DNA analizowanych genotypdéw przeprowadzprzy uyciu metody CTAB. Analiza
molekularna pod wzgtlem obecné&i markera STSXustSSR2001-7DLpowigzanego docusEp-D1b
warunkupcego odporn& na tamliwa¢ zdzbta polegata na:

» amplifikacji fragmentoéw DNA za pomacspecyficznych starteréw metp®CR,
» rozdziale elektroforetycznym produktéw amplifikaopzelu agarozowym (2-3%).

Na 162 genotypach w ¢miu powtorzeniach dulacych przedmiotem badawykonano take
zakaenie suspengjmieszaniny zarodnikéw i grzybficulimacula yallundaé O. acuformisv proporcji
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1:1. Stzenie inokulum wynosito 4,0 min zarodnikéw w 1 rallcena uwzgldniata stopié@ porazenia
zdzbet w 4-stopniowej skali. Na badanych probachlimo okreslono procentowy udziatzdzbet
porazonych (ogétem) oraz obliczono wskek porazeniazdzbta przez grzyby z rodzaj@culimacula.50
zdzbet w 5 powtdrzeniach z kdego genotypu poddano ocenie a wynikiedniono.

WYNIKI

Obserwowane u badanych 162 obiektéw zymogramy [magp do 6 klas. Typ pierwszy
reprezentowany przez odmianRendezvous”, a tale 6 badanych genotypéw charakteryzowat si
trzema pgzkami dlaEp-D1h ktére identyfikuj formy odporne na infekejgrzybows powodowan przez
Oculimacula yallundae O. acuformis.Pozostate typy zymogramow charakterystyczne bydy rdilin
bez introgresji fragmentu chromatyme. venticosaniosicego endopeptydazEpDlh W analizach
molekularnych obserwowano dwa produkty amplifikao@rkera STSXust SSR2001-7DLlw postaci
prazkow o wielkaci 240 par zasad (pz) oraz 222 pz. W badaniachcgegblnych rélin obserwowano
wystepowanie zarowno pojedynczych produktow (222 pz240 pz) oraz obu produktéw wygpujacych
jednoczénie. Amplifikacja w/w markera z DNA Kalej z peciu analizowanych &in sze&ciu genotypow
niosscych endopeptydazEpD1b data produkt o wielkei 240 pz. Produkty amplifikacji w dwéch
genotypach byly zehicowane. W przypadku jednego genotypu uzyskandyktoo wielkdci 222 pz
w jednej rglinie, produkt o wielkéci 240 pz w dwoch rdinach oraz dwa produkty (222 i 240 pz)
w dwéch rdlinach. 3 kolejne rdiny charakteryzowaty produktem o wiel@ 240 pz, a jedna fbna
posiadata zaréwno produkt 222 jak i 240 pzs$lRy pozostatych genotypow charakteryzowaly si
wystepowaniem pgzka o wielkaci 222 pz

Badanie porzenia genotypOw przez sprawcow tamlégbzdzbta (Oculimaculaspp.) polegato
na ocenie objawOw choroby na znicowanej ilgci Zzdzbel. Wykonanie sztucznej infekcji wiagn
w fazie BBCH30-32 z kyciem suspensji grzyba pozwalata wyk&zadznicowanie poraenia badanych
form przezOculimacula spp — sprawcow famlivgi zdzbta. Dwe r&nice obserwowano ocenigj
procent porzonych zdzbel, a mniejsze zidicowanie stwierdzono w wielkoi wartasci wskanika
porazenia K. Sredni procent potanych zdzbet wynosit od 7,50-32% natomiast wiedkowskanika
porazenia K znajdowata siw przedziale K=1,39 do K=7,41.

WNIOSKI

1. Wyniki analiz potwierdzaj konieczné¢ wykonywania analiz molekularnych pojedynczychliro
Z poszczegoélnych genotypow (zamiast analizowaniara@bych préb reprezentagych dany genotyp)
ze wzgkdu na maiwos¢ wystpowania polimorficznych wzoréw gtkowych w rdglinach danego
genotypu.

2. Genotypy, ktérych wszystkie dlny posiadaty wzor pizkowy charakterystyczny dla endopeptydazy
EpD1bs stabilnymzrédtem genu odporiei na tamliwgé podstawyzdzbta

3. Marker XustSSR2001-7DLwykazat skuteczri@ w wysokagci 99,88% w charakteryzowaniu
obecndci endopeptydaz¥pD1b sprzzonej z genenPchl warunkujcym odpornéé na tamliwagé
podstawyzdzbta w badanej puli 810 §bn pochodacych z 162 genotypow.

4. Zakaenie suspensgj mieszaniny zarodnikéw i grzybnDculimacula yallundaei O. acuformis
w proporcji 1:1 oraz steniu wynoszcym 4,0 min zarodnikbw w 1 ml jest wystarcas
do zr&nicowania genotypdw pszenicy odpornych i disgych na famliwgé podstawyzdzbta.

5. Wartagci wspotczynnika K orazrednie procentowe paranie rdglin pszenicy wzorcowej odmiany
.Rendezvous” (odpowiednio K=3redni procent potenych ralin 13,33%) mog stanow¢ punkt
rozgraniczajcy genotypy o podwiszonej tolerancji od genotypéw wiavych. Swiadcz o tym
wyniki analiz 6 genotypow nigsych marker STS i endopeptydaZpDl1boraz charakteryzagymi
sie nizszymi wartéciami wskanika K i procentowego pofrania rdglin w poréwnaniu do rdin
odmiany ,Rendezvous”.

6. Ze wzgédu na brak markerow gerRchlw 12 genotypow, ktére wykazatyzsizy stopié poraenia
niz wzorcowa odmiana odporém ,Rendezvous” megna przypuszcza iz tolerancja na tamlivwi
podstawyzdzbta warunkowana jest przez inne czynniki genetyczne

7. Nasilenie objawéw tamlindei podstawyzdzbta obserwowane u §fin analizowanych w bigcym
roku spowodowane jest wygtowaniem innych patogendw (np.: grzyby z rodZajsariumn).



