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Tytut zadania: Wspéldzialanie odpornosci na maczniaka (Blumeria graminis f.sp. hordei)
warunkowanej genem mlo z wartoscia cech gospodarczych jeczmienia ozimego.
Kierownik zadania: prof. dr hab. J.H. Czembor

Cel zadania:

1. Wytworzenie 4 populacji mieszancowych F; Mlomlo. Dwie formy wielorzgdowe i dwie
dwurzedowe.

2. Wytworzenie 4 populacji mieszancowych F;BC;, ocena molekularna na obecnos¢ genu mio.

Materiafy i metody:
Temat badawczy 1
Do wytworzenia populacji mieszancowych F; Mlomlo wykorzystano linie jgczmienia 0zimego
wielorzedowego BKH 735 i dwurzedowego linia 42, ktore maje gen mlo odpornosci na maczniaka
(B. gramnis f.sp. hordei) — (odmiany jeczmienia jarego jako rodzice P;). Komponentami o wysokiej
wartosci innych cech gospodarczych byly odmiany ozime: wielorzedowe Souleyka i Titus;
dwurzedowe SU Vireni i Metaxa (jako rodzice P,). Jarowizacje i krzyzowania przeprowadzono
w warunkach kontrolowanych — fitotron z regulacja temperatury, o$wietlenia i wilgotnosci powietrza.
Do krzyzowan wykorzystano rosliny komponentow rodzicielskich z zasiewu jesiennego po 35
dniowej jarowizacji w szklarni (wrzesien 2013r.) Krzyzowania wykonano na poczatku stycznia 2014r.
Nasiona F; zebrano w fazie wczesnowoskowej, dosuszono przez 3 dni w temperaturze 35°C,
wysezonowano przez 7 dni w temperaturze pokojowej. Siewki F; po 35 dniowej jarowizacji
przeniesiono do fitotronu, w okresie krzewienia utrzymywano temperatury 19°C dzien, 15°C noc.
Doswietlanie dzienne 16h. Od poczatku strzelania w zdzbto do zbioru zmieniono warunki wzrostu
i rozwoju odpowiednio na: temperature 25°C dzien i 19°C noc i doswietlanie dzienne 18h.
Temat badawczy 2
Do wytworzenia populacji mieszancowych F;BC; wykorzystano rosliny 4 populacji mieszancowych
F1 uzyskanych w zadaniu 1. Rosliny F; przekrzyzowano odpowiednio odmianami: Souleyka, Titus,
SU Vireni i Metaxa. W poszczego6lnych kombinacjach uzyskano:
6-rzgdowe: (BKH 735 x Souleyka) x Souleyka — 33 nasiona,

(BKH 735 x Titus) x Titus — 27 nasion,
2-rzgdowe: (linia 42 x SU Vireni) x SU Vireni — 34 nasiona,

(linia 42 x Metaxa) x Metaxa — 31 nasion.
Uzyskane w wyniku krzyzowania ziarniaki F;BC,; zebrano w fazie wczesnowoskowej, suszono przez
3 dni w temperaturze 35°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 F,BC; do analiz molekularnych. Z poszczegolnych roslin zebrano ktosy
0 nasionach w stadium dojrzato$ci wczesnowoskowej. Po wysuszeniu i wysezonowaniu jak w zadaniu
1, wysiano punktowo (multiplaty ogrodnicze):
6-rzedowe: (BKH 735 x Souleyka) x Souleyka — 160 nasiona,

(BKH 735 x Titus) x Titus — 96 nasion,
2-rzedowe: (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 roslinnym przeprowadzono selekcje fenotypowa oraz ocene molekularng na obecnosé
genu mlo.
Do oceny fenotypowej stopnia odporno$ci form rodzicielskich i populacji mieszancowych na
porazenie przez B. graminis f.sp. horedi zostal wykorzystany izolat Bgh 27. Podstawa wyboru tego
izolatu byt fakt, Ze jest on wirulentny w stosunku do odmian wlgczonych do krzyzowan, natomiast
awirulentny w stosunku do wprowadzanego genu Mlo. Doswiadczenie fitopatologiczne prowadzone
bylo w warunkach kontrolowanych, przy fotoperiodzie 16 godz. $wiatta i 8 godz. ciemnosci oraz




w temperaturze w zakresie 16-22°C. Po uplywie 8-10 dni od zakazania, zostala oceniona reakcja
odporno$ciowa roslin. Do oceny wykorzystano skale, w ktorej 0(4) = rosliny odporne na B. graminis
f.sp. hordei, 4 = rosliny podatne na B. graminis f.sp. hordei. Wzorce stanowily odmiany/linie
jeczmienia o profilu mlo (kontrola pozytywna, wzorzec odpornos$ci) oraz o profilu bez mlo (kontrola
negatywna, wzorzec podatnos$ci).
W zaleznosci od zastosowanych markerow (HVMIol, HVMIlo3), wykorzystywanych do selekcji genu
mlo, DNA wyizolowano dwoma réznymi metodami. Pierwsza metoda ekstrakcji DNA,
przeprowadzana byla za pomocg buforu TPS. Otrzymany ta metoda ekstrakt, wykorzystany byt
w reakcji amplifikacji dla markera HVMIo3. Druga metoda izolacji, przeprowadzana byta przy uzyciu
gotowego zestawu DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) i byta wykorzystana podczas amplifikacji
markera HVMlIol. Podziatl na dwie r6zne metody izolacji DNA, wynikata z faktu, iz zastosowane
systemy markerowe, charakteryzuja si¢ roznymi profilami reakcji PCR, zwigzanymi z iloscia (ng) oraz
czystoscig DNA, wymagang podczas reakcji amplifikacji.
W zaleznosci od temperatury przyklejania si¢ starterow do matrycy zastosowano dwa profile
termiczne reakcji PCR. Dla markera HVMIol warunki amplifikacji przebiegaly wedlug nastepujacego
profilu: 94°C/2min. denaturacji wystepnej, 10 cykli sktadajacych sie z: 94°C/30 sek., 55°C/30 sek.,
72°C/1 min., a takze 30 cykli 90°C/30 sek., 55°C/30 sek., 72°C/1 min. Dla markera HVMIlo3 profil
reakcji PCR roznit si¢ jedynie temperaturg hybrydyzacji, ktora wynosita 55°C/30 sek. W ostatnim
cyklu reakcji amplifikacji, etap elongacji zostat wydtuzony do 5 min.
Produkty PCR, przed naniesieniem na zel polyakrylamidowy (Cambrex Bio Science Rockland, USA)
zostaly zdenaturowane w termocyklerze, w obecnosci formamidu (Sigma-Aldrich, Polska)
Z temperatura grzewczg ustawiong na 105°C i temperatura bloku 95°C przez 3 min.
Rozdziat produktow amplifikacji PCR zostal przeprowadzony na sekwenatorze DNA ABI 377XL
(Applied Biosystems, USA) na 4,75% denaturujagcym zelu poliakrylamidowym. Rozdziat
elektorforetyczny przeprowadzony zostat w buforze 1 x TBE (0,1 M Tris, 90 mM H3BO3, 9 Mm
EDTA). Czas rozdziatu produktéw na zelu wynosit 2,5 godziny.
Selekcja fenotypowa:
Selekcja fenotypowa zostata przeprowadzona tacznie na 408 roslinach pochodzacych z czterech
populacji mieszancowych. Reakcje odpornosci oznaczanej w tabeli nr 1 jako 0(4) zaobserwowano
u 347 ro$lin, natomiast reakcj¢ podatno$ci oznaczanej jako 4 zaobserwowano u 61 roslin. Wszystkie
ro$liny poddano selekcji molekularnej na obecnosé¢ genu Mlo.
Selekcja molekularna:
Ocenie molekularnej markerem HVMIlo, na obecnos¢ genu MIlo, poddano cztery populacje
mieszancowe.
6-rzgdowe: (BKH 735 x Souleyka) x Souleyka

(BKH 735 x Titus) x Titus
2-rzgdowe: (linia 42 x SU Vireni) x SU Vireni

(linia 42 x Metaxa) x Metaxa
Wybrane siewki pokolenia F,BC; z genem mlo umieszczono w fitotronie-chtodni celem
przeprowadzenia jarowizacji. Po jarowizacji, dalsza uprawa do uzyskania nastgpnego pokolenia
prowadzona bedzie w warunkach szklarniowych.
Wyniki:
Temat badawczy 1
Uzyskano 4 populacje mieszancowe F;:
6-rzedowe: BKH 735 x Souleyka — 32 nasiona,

BKH 735 x Titus — 37 nasion
2-rzgdowe: linia 42 x SU Vireni - 41

linia 42 x Metaxa - 35
Wyprowadzono w uprawie fitotronowej rosliny mieszancowe F; do krzyzowania wstecznego.
Temat badawczy 2
Uzyskano 4 populacje mieszancowe F1BC1. W poszczegdlnych kombinacjach uzyskano:
6-rzedowe: (BKH 735 x Souleyka) x Souleyka — 33 nasiona,

(BKH 735 x Titus) x Titus — 27 nasion
2-rzgdowe: (linia 42 x SU Viern) x SU Viren - 34

(linia 42 x Metaxa) x Metaxa — 31
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Uzyskano siewki pokolenia F,BC; do analiz molekularnych:
6-rzedowe: (BKH 735 x Souleyka) x Souleyka — 160 siewek,
(BKH 735 x Titus) x Titus — 96 siewek,
2-rzedowe: (linia 42 x SU Vireni) x SU Vireni — 80 siewek
(linia 42 x Metaxa) x Metaxa — 72 siewki.
W ocenie molekularnej markerem HVMlIo stwierdzono obecno$é¢ genu mlo odpowiednio:
6-rzgdowe: (BKH 735 x Souleyka) x Souleyka—  w 118 roslinach,

(BKH 735 x Titus) x Titus — w 73 roslinach,
2-rzedowe: (linia 42 x SU Vireni) x SU Vireni—  w 58 roslinach,
(linia 42 x Metaxa) x Metaxa — w 50 roslinach.

Wybrane siewki pokolenia F,BC; z genem mlo umieszczono w fitotronie-chtodni celem
przeprowadzenia jarowizacji. Po jarowizacji dalsza uprawa do uzyskania nastepnego pokolenia
prowadzona bedzie w warunkach szklarniowych.



