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Lp. w zał. do Rozporządzenia MRiRW: 27.  

Tytuł zadania: Współdziałanie odporności na mączniaka (Blumeria graminis f.sp. hordei) 

warunkowanej genem mlo z wartością cech gospodarczych jęczmienia ozimego. 

Kierownik zadania: prof. dr hab. J.H. Czembor 

 

CCeell  zzaaddaanniiaa::    

11..  WWyyttwwoorrzzeenniiee  44  ppooppuullaaccjjii  mmiieesszzaańńccoowwyycchh  FF11  MMlloommlloo..  DDwwiiee  ffoorrmmyy  wwiieelloorrzzęęddoowwee  ii  ddwwiiee  

ddwwuurrzzęęddoowwee..  

22..  WWyyttwwoorrzzeenniiee  44  ppooppuullaaccjjii  mmiieesszzaańńccoowwyycchh  FF11BBCC11,,  oocceennaa  mmoolleekkuullaarrnnaa  nnaa  oobbeeccnnoośśćć  ggeennuu  mmlloo..  

  

  

  

MMaatteerriiaałłyy  ii  mmeettooddyy::  

TTeemmaatt  bbaaddaawwcczzyy  11  

DDoo  wwyyttwwoorrzzeenniiaa  ppooppuullaaccjjii  mmiieesszzaańńccoowwyycchh  FF11  MMlloommlloo  wwyykkoorrzzyyssttaannoo  lliinniiee  jjęęcczzmmiieenniiaa  oozziimmeeggoo  

wwiieelloorrzzęęddoowweeggoo  BBKKHH  773355  ii  ddwwuurrzzęęddoowweeggoo  lliinniiaa  4422,,  kkttóórree  mmaajjęę  ggeenn  mmlloo  ooddppoorrnnoośśccii  nnaa  mmąącczznniiaakkaa  

((BB..  ggrraammnniiss  ff..sspp..  hhoorrddeeii))  ––  ((ooddmmiiaannyy  jjęęcczzmmiieenniiaa  jjaarreeggoo  jjaakkoo  rrooddzziiccee  PP11))..  KKoommppoonneennttaammii  oo  wwyyssookkiieejj  

wwaarrttoośśccii  iinnnnyycchh  cceecchh  ggoossppooddaarrcczzyycchh  bbyyłłyy  ooddmmiiaannyy  oozziimmee::  wwiieelloorrzzęęddoowwee  SSoouulleeyykkaa  ii  TTiittuuss;;  

ddwwuurrzzęęddoowwee  SSUU  VViirreennii  ii  MMeettaaxxaa  ((jjaakkoo  rrooddzziiccee  PP22))..  JJaarroowwiizzaaccjjęę  ii  kkrrzzyyżżoowwaanniiaa  pprrzzeepprroowwaaddzzoonnoo  

ww  wwaarruunnkkaacchh  kkoonnttrroolloowwaannyycchh  ––  ffiittoottrroonn  zz  rreegguullaaccjjąą  tteemmppeerraattuurryy,,  oośśwwiieettlleenniiaa  ii  wwiillggoottnnoośśccii  ppoowwiieettrrzzaa..    

DDoo  kkrrzzyyżżoowwaańń  wwyykkoorrzzyyssttaannoo  rroośślliinnyy  kkoommppoonneennttóóww  rrooddzziicciieellsskkiicchh  zz  zzaassiieewwuu  jjeessiieennnneeggoo  ppoo  3355  

ddnniioowweejj  jjaarroowwiizzaaccjjii  ww  sszzkkllaarrnnii  ((wwrrzzeessiieeńń  22001133rr..))  KKrrzzyyżżoowwaanniiaa  wwyykkoonnaannoo  nnaa  ppoocczząąttkkuu  ssttyycczznniiaa  22001144rr..  

NNaassiioonnaa  FF11  zzeebbrraannoo  ww  ffaazziiee  wwcczzeessnnoowwoosskkoowweejj,,  ddoossuusszzoonnoo  pprrzzeezz  33  ddnnii  ww  tteemmppeerraattuurrzzee  3355
00
CC,,  

wwyysseezzoonnoowwaannoo  pprrzzeezz  77  ddnnii  ww  tteemmppeerraattuurrzzee  ppookkoojjoowweejj..  SSiieewwkkii  FF11  ppoo  3355  ddnniioowweejj  jjaarroowwiizzaaccjjii  

pprrzzeenniieessiioonnoo  ddoo  ffiittoottrroonnuu,,  ww  ookkrreessiiee  kkrrzzeewwiieenniiaa  uuttrrzzyymmyywwaannoo  tteemmppeerraattuurryy  1199
00
CC  ddzziieeńń,,  1155

00
CC  nnoocc..  

DDoośśwwiieettllaanniiee  ddzziieennnnee  1166hh..  OOdd  ppoocczząąttkkuu  ssttrrzzeellaanniiaa  ww  źźddźźbbłłoo  ddoo  zzbbiioorruu  zzmmiieenniioonnoo  wwaarruunnkkii  wwzzrroossttuu  

ii  rroozzwwoojjuu  ooddppoowwiieeddnniioo  nnaa::  tteemmppeerraattuurręę  2255
00
CC  ddzziieeńń  ii  1199

00
CC  nnoocc  ii  ddoośśwwiieettllaanniiee  ddzziieennnnee  1188hh..  

TTeemmaatt  bbaaddaawwcczzyy  22  

Do wytworzenia populacji mieszańcowych F1BC1  wykorzystano rośliny 4 populacji mieszańcowych 

F1 uzyskanych w zadaniu 1. Rośliny F1 przekrzyżowano odpowiednio odmianami: Souleyka, Titus, 

SU Vireni i Metaxa. W poszczególnych kombinacjach uzyskano: 

66--rrzzęęddoowwee::    ((BBKKHH  773355  xx  SSoouulleeyykkaa))  xx  SSoouulleeyykkaa  ––  3333  nnaassiioonnaa,,  

        ((BBKKHH  773355  xx  TTiittuuss))  xx  TTiittuuss  ––  2277  nnaassiioonn,,  

22--rrzzęęddoowwee::  ((lliinniiaa  4422  xx  SSUU  VViirreennii))  xx  SSUU  VViirreennii  ––  3344  nnaassiioonnaa,,  

        ((lliinniiaa  4422  xx  MMeettaaxxaa))  xx  MMeettaaxxaa  ––  3311  nnaassiioonn..  

Uzyskane w wyniku krzyżowania ziarniaki F1BC1 zebrano w fazie wczesnowoskowej, suszono przez 

3 dni w temperaturze 35
0
C i po 7 dniowym sezonowaniu w temperaturze pokojowej wysiano 

w fitotronie do jarowizacji. Po 35 dniach jarowizowane siewki przeniesiono do fitotronu w celu 

uzyskania nasion pokolenia F2BC1 do analiz molekularnych. Z poszczególnych roślin zebrano kłosy 

o nasionach w stadium dojrzałości wczesnowoskowej. Po wysuszeniu i wysezonowaniu jak w zadaniu 

1, wysiano punktowo (multiplaty ogrodnicze):  

6-rzędowe:  (BKH 735 x Souleyka) x Souleyka – 160 nasiona,  

  (BKH 735 x Titus) x Titus – 96 nasion,  

2-rzędowe: (linia 42 x SU Vireni) x SU Vireni – 80 nasion, 

  (linia 42 x Metaxa) x Metaxa – 72 nasiona, 

formy rodzicielskie:  

  BKH 735, Souleyka, Titus, SU Vireni, Metaxa, linia 42. 

Na materiale roślinnym przeprowadzono selekcję fenotypową oraz ocenę molekularną na obecność 

genu mlo.  

Do oceny fenotypowej stopnia odporności form rodzicielskich i populacji mieszańcowych na 

porażenie przez B. graminis f.sp. horedi został wykorzystany izolat Bgh 27. Podstawą wyboru tego 

izolatu był fakt, że jest on wirulentny w stosunku do odmian włączonych do krzyżowań, natomiast 

awirulentny w stosunku do wprowadzanego genu Mlo. Doświadczenie fitopatologiczne prowadzone 

było w warunkach kontrolowanych, przy fotoperiodzie 16 godz. światła i 8 godz. ciemności oraz 
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w temperaturze w zakresie 16-22ºC. Po upływie 8-10 dni od zakażania, została oceniona reakcja 

odpornościowa roślin. Do oceny wykorzystano skalę, w której 0(4) = rośliny odporne na B. graminis 

f.sp. hordei, 4 = rośliny podatne na B. graminis f.sp. hordei. Wzorce stanowiły odmiany/linie 

jęczmienia o profilu mlo (kontrola pozytywna, wzorzec odporności) oraz o profilu bez mlo (kontrola 

negatywna, wzorzec podatności).  

W zależności od zastosowanych markerów (HVMlo1, HVMlo3), wykorzystywanych do selekcji genu 

mlo, DNA wyizolowano dwoma różnymi metodami. Pierwsza metoda ekstrakcji DNA, 

przeprowadzana była za pomocą buforu TPS. Otrzymany tą metodą ekstrakt, wykorzystany był 

w reakcji amplifikacji dla markera HVMlo3. Druga metoda izolacji, przeprowadzana była przy użyciu 

gotowego zestawu DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) i była wykorzystana podczas amplifikacji 

markera HVMlo1. Podział na dwie różne metody izolacji DNA, wynikała z faktu, iż zastosowane 

systemy markerowe, charakteryzują się różnymi profilami reakcji PCR, związanymi z ilością (ng) oraz 

czystością DNA, wymaganą podczas reakcji amplifikacji.  

W zależności od temperatury przyklejania się starterów do matrycy zastosowano dwa profile 

termiczne reakcji PCR. Dla markera HVMlo1 warunki amplifikacji przebiegały według następującego 

profilu: 94ºC/2min. denaturacji występnej, 10 cykli składających się z: 94ºC/30 sek., 55ºC/30 sek., 

72ºC/1 min., a także 30 cykli 90ºC/30 sek., 55ºC/30 sek., 72ºC/1 min. Dla markera HVMlo3 profil 

reakcji PCR różnił się jedynie temperaturą hybrydyzacji, która wynosiła 55ºC/30 sek. W ostatnim 

cyklu reakcji amplifikacji, etap elongacji został wydłużony do 5 min. 

Produkty PCR, przed naniesieniem na żel polyakrylamidowy (Cambrex Bio Science Rockland, USA) 

zostały zdenaturowane w termocyklerze, w obecności formamidu (Sigma-Aldrich, Polska) 

z temperaturą grzewczą ustawioną na 105ºC i temperaturą bloku 95ºC przez 3 min.  

Rozdział produktów amplifikacji PCR został przeprowadzony na sekwenatorze DNA ABI 377XL 

(Applied Biosystems, USA) na 4,75% denaturującym żelu poliakrylamidowym. Rozdział 

elektorforetyczny przeprowadzony został w buforze 1 × TBE (0,1 M Tris, 90 mM H3BO3, 9 Mm 

EDTA). Czas rozdziału produktów na żelu wynosił 2,5 godziny. 

Selekcja fenotypowa: 

Selekcja fenotypowa została przeprowadzona łącznie na 408 roślinach pochodzących z czterech 

populacji mieszańcowych. Reakcję odporności oznaczanej w tabeli nr 1 jako 0(4) zaobserwowano 

u 347 roślin, natomiast reakcję podatności oznaczanej jako 4 zaobserwowano u 61 roślin. Wszystkie 

rośliny poddano selekcji molekularnej na obecność genu Mlo. 

Selekcja molekularna: 

Ocenie molekularnej markerem HVMlo, na obecność genu Mlo, poddano cztery populacje 

mieszańcowe. 

66--rrzzęęddoowwee::    ((BBKKHH  773355  xx  SSoouulleeyykkaa))  xx  SSoouulleeyykkaa    

        ((BBKKHH  773355  xx  TTiittuuss))  xx  TTiittuuss  

22--rrzzęęddoowwee::  ((lliinniiaa  4422  xx  SSUU  VViirreennii))  xx  SSUU  VViirreennii  

        ((lliinniiaa  4422  xx  MMeettaaxxaa))  xx  MMeettaaxxaa    

WWyybbrraannee  ssiieewwkkii  ppookkoolleenniiaa  FF22BBCC11  zz  ggeenneemm  mmlloo  uummiieesszzcczzoonnoo  ww  ffiittoottrroonniiee--cchhłłooddnnii  cceelleemm  

pprrzzeepprroowwaaddzzeenniiaa  jjaarroowwiizzaaccjjii..  PPoo  jjaarroowwiizzaaccjjii,,  ddaallsszzaa  uupprraawwaa  ddoo  uuzzyysskkaanniiaa  nnaassttęęppnneeggoo  ppookkoolleenniiaa  

pprroowwaaddzzoonnaa  bbęęddzziiee  ww  wwaarruunnkkaacchh  sszzkkllaarrnniioowwyycchh..  

WWyynniikkii::  

TTeemmaatt  bbaaddaawwcczzyy  11  

UUzzyysskkaannoo  44  ppooppuullaaccjjee  mmiieesszzaańńccoowwee  FF11::  

66--rrzzęęddoowwee::    BBKKHH  773355  xx  SSoouulleeyykkaa  ––  3322  nnaassiioonnaa,,  

      BBKKHH  773355  xx  TTiittuuss  ––  3377  nnaassiioonn  

22--rrzzęęddoowwee::  lliinniiaa  4422  xx  SSUU  VViirreennii  --  4411  

      lliinniiaa  4422  xx  MMeettaaxxaa  --  3355  

WWyypprroowwaaddzzoonnoo  ww  uupprraawwiiee  ffiittoottrroonnoowweejj  rroośślliinnyy  mmiieesszzaańńccoowwee  FF11  ddoo  kkrrzzyyżżoowwaanniiaa  wwsstteecczznneeggoo..  

TTeemmaatt  bbaaddaawwcczzyy  22  

Uzyskano 4 populacje mieszańcowe F1BC1. W poszczególnych kombinacjach uzyskano: 

66--rrzzęęddoowwee::    ((BBKKHH  773355  xx  SSoouulleeyykkaa))  xx  SSoouulleeyykkaa  ––  3333  nnaassiioonnaa,,  

        ((BBKKHH  773355  xx  TTiittuuss))  xx  TTiittuuss  ––  2277  nnaassiioonn  

22--rrzzęęddoowwee::  ((lliinniiaa  4422  xx  SSUU  VViieerrnn))  xx  SSUU  VViirreenn  --  3344  

        ((lliinniiaa  4422  xx  MMeettaaxxaa))  xx  MMeettaaxxaa  ––  3311  
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Uzyskano siewki pokolenia F2BC1 do analiz molekularnych:  

6-rzędowe:  (BKH 735 x Souleyka) x Souleyka – 160 siewek, 

  (BKH 735 x Titus) x Titus – 96 siewek, 

2-rzędowe: (linia 42 x SU Vireni) x SU Vireni – 80 siewek 

  (linia 42 x Metaxa) x Metaxa – 72 siewki. 

W ocenie molekularnej markerem HVMlo stwierdzono obecność genu mlo odpowiednio: 

66--rrzzęęddoowwee::    ((BBKKHH  773355  xx  SSoouulleeyykkaa))  xx  SSoouulleeyykkaa  ––    ww  111188  rroośślliinnaacchh,,  

        ((BBKKHH  773355  xx  TTiittuuss))  xx  TTiittuuss  ––      ww  7733  rroośślliinnaacchh,,  

22--rrzzęęddoowwee::  ((lliinniiaa  4422  xx  SSUU  VViirreennii))  xx  SSUU  VViirreennii  ––    ww  5588  rroośślliinnaacchh,,  

        ((lliinniiaa  4422  xx  MMeettaaxxaa))  xx  MMeettaaxxaa  ––        ww  5500  rroośślliinnaacchh..  

WWyybbrraannee  ssiieewwkkii  ppookkoolleenniiaa  FF22BBCC11  zz  ggeenneemm  mmlloo  uummiieesszzcczzoonnoo  ww  ffiittoottrroonniiee--cchhłłooddnnii  cceelleemm  

pprrzzeepprroowwaaddzzeenniiaa  jjaarroowwiizzaaccjjii..  PPoo  jjaarroowwiizzaaccjjii  ddaallsszzaa  uupprraawwaa  ddoo  uuzzyysskkaanniiaa  nnaassttęęppnneeggoo  ppookkoolleenniiaa  

pprroowwaaddzzoonnaa  bbęęddzziiee  ww  wwaarruunnkkaacchh  sszzkkllaarrnniioowwyycchh..  

 


