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IDENTYFIKACJA GENU Rht8 Z WYKORZYSTANIEM
MARKERA GWM 261 U FORM PSZENICY ZWYCZAJNEJ
0 ZROZNICOWANYM POCHODZENIU

IDENTIFICATION OF THE GENE RAt8 WITH USING OF GWM 261 MARKER
IN FORMS OF COMMON WHEAT WITH DIVERSE ORIGINS

Streszczenie. Sposrod réznych czynnikéw majacych negatywny wptyw na plonowanie pszenicy
zwyczajnej (Triticum aestivum L. ssp. vulgare) najwazniejszym jest wyleganie. W hodowli jed-
nym z najskuteczniejszych sposobow otrzymania odmian odpornych na wyleganie jest wprowa-
dzenie gendéw polkartowatosci. Jednym z genow stosowanych w programach hodowlanych psze-
nicy zwyczajnej na §wiecie jest gen RA8, ktdrego obecnos¢ jest skorelowana z redukceja dlugosci
zdzbta mniej wigcej o 10%. Celem pracy byla identyfikacja genu Ra¢8 z wykorzystaniem markera
GWM 261 u 15 odmian pszenicy ozimej o zréznicowanym pochodzeniu. W wyniku wykonanych
analiz stwierdzono obecno$¢ specyficznych produktow markera GWM 261 o dhugosci 175 pz
w odmianie ‘Augusta’ oraz o dtugosci 165 pz w odmianach: ‘Brevor’, ‘Greer’, ‘Augusta’, ‘Ge-
neva’, ‘Karl’, ‘Pionier 2548, ‘Pionier 2737W"’.

Stowa kluczowe: pszenica, geny potkartowatosci, Rht8, markery SSR

Wstep

Zjawisko wylegania utrudnia procesy asymilacji, pogarsza warunki wegetacji oraz
pociaga za sobg nieprawidlowosci w rozwoju i wzroscie roslin. Warunki panujace
w wyleglym lanie sprzyjaja rozwojowi patogenow, szczeg6lnie grzybowych, przyczy-
niaja si¢ do pogarszania jakosci uzyskiwanego ziarna oraz utrudniajg zbior (Roth i in.,
1984; Wiersma i in., 1986).
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Ograniczenie wylegania jest mozliwe m.in. dzigki zastosowaniu regulatorow wzro-
stu. Ich dziatanie polega przede wszystkim na hamowaniu wzrostu wydluzeniowego
zdzbet poprzez blokowanie syntezy giberelin (Grzy$ i in., 2007; Rajala i Peltonen-
-Sainio, 2001). Najskuteczniejszym jednak sposobem zabezpieczenia upraw przed wy-
leganiem jest hodowla odmian odpornych na to zjawisko, gtéwnie poprzez wprowadze-
nie do ich genomu gendéw potkartlowatosci (Gale i Youssefian, 1985; Keller i in., 1999;
Kowalczyk i in., 1997b). W hodowli pszenicy zwyczajnej na swiecie sg wykorzystywa-
ne geny potkartowatos$ci Rht-B1b i1 Rht-D1b pochodzace od odmiany ‘Norin 10’ oraz
gen RAt8 pochodzacy od odmiany ‘Akakomugi’ (Tarkowski i in., 1995). Zheleva i in.
(2006) badali rozktad alleli w locus Xgwm 261 zwiazanym z genem potkartowatosci
Rht8 w nowych odmianach pszenicy heksaploidalnej i zaawansowanych liniach hodow-
lanych pochodzacych z banku genéw Dobrudja Agricultural Institute, G. Toshevo
w Butgarii i z banku gentéw CRAW, Gembloux w Belgii. W badaniach tych w odmia-
nach pochodzacych z Europy Poludniowo-Wschodniej znaleziono gtéwnie formy alle-
liczne 192 pz w locus Xgwm 261. Wskazuje to na adaptacje allelu 192 pz genu RAt8 do
tego regionu geograficznego. Wigkszo§¢ odmian pszenicy znajdujacych si¢ w banku
genow CRAW miatla formy alleliczne 174 pz i 164 pz, tylko kilka zawierato warianty
192 pz i 196 pz (Zheleva i in., 2006).

Celem pracy byla identyfikacja genu Rht8 z wykorzystaniem markera GWM 261
u 15 odmian pszenicy ozimej o zréznicowanym pochodzeniu.

Material i metody

Przedmiotem badan bylo 15 odmian pszenicy ozimej o zréznicowanym pochodze-
niu, ktoére otrzymano m.in. z kolekcji pszenicy National Small Grains Collection znajdu-
jacej si¢ w Rolniczej Stacji Badawczej w Aberdeen, nalezgcej do National Plant Germ-
plasm System (USA), oraz z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu. Odmiany oraz kraje ich pochodzenia przedstawiono
w tabeli 1.

Izolacj¢ DNA prowadzono, wykorzystujac zestaw do izolacji DNA z ro$lin Geno-
mic Mini AX PLANT firmy A&A BIOTECHNOLOGY zgodnie z procedurg dotaczong
do zestawu. Stezenie DNA oznaczono za pomoca spektrofotometru NanoDrop. Proby
rozcienczano wodg destylowang w celu uzyskania jednakowego stezenia 25 ng/ul. Re-
akcje PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) przeprowadzono w mieszaninie o skta-
dzie: woda (5 pl), DreamTaq™Green PCR Master Mix (6,25 ul), startery (2 x 0,25 ul)
i matryca DNA (1 pl).

Identyfikacje markera genu RAt8 wykonano z wykorzystaniem starterow GWM 261
(F: 5>-CTCCCTGTACGCCTAAGGC-3’; R: 5>-CTCGCGCTACTAGCCATTG-3")
zsyntetyzowanych przez firme¢ Integrated DNA Technologies (IDT). Amplifikowano
produkt o dtugosci 175 pz.

Amplifikacji marker6w SSR—PCR dokonano za pomoca termocyklera gradientowe-
go TProfessional Basic Gradient Thermocycler. Testowano rézne warunki reakcji PCR
1 wybrano nastgpujacy wariant: denaturacja wstgpna: 15 min w 95°C, 38 cykli (denatu-
racja: 30 s w 94°C, przylaczanie starterow: 30 s w 63°C, synteza: 30 s w 72°C), synteza
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Tabela 1. Odmiany pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L. ssp. vulgare) uzyte w badaniach
Table 1. Common wheat (Triticum aestivum L. ssp. vulgare) cultivars used in analysis

Odmiana Kraj Obecnos¢ allelu 165 pz Obecnos¢ allelu 175 pz
Cultivar Country Occurrence of allel 165 bp Occurrence of allel 175 bp
Odmiany krétkostome — Semi-dwarf cultivars
‘Brevor’ [N + -
‘Greer’ usS + -
‘Augusta’ usS + +
‘Classic’ BE - -
‘Geneva’ UsS + -
‘Clark’ Us - -
‘Karl’ CZ + -
‘Pionier 2548’ us + -
‘Pionier 2545’ us - -
‘Pionier 2737W’ [N + -
‘Muszelka’ PL - -
‘Ozon’ DE - -
Kontrola negatywna — Negative control
‘Tonacja’ PL - -
‘Litwinka’ PL - -
‘Biata Kleszczewska’ PL - -

T 0znacza obecno$¢ danego fragmentu DNA charakterystycznego dla locus Xgwm 261.
— oznacza brak danego fragmentu DNA charakterystycznego dla locus Xgwm 261.
17 means the presence of a given DNA fragment characteristic for the locus Xgwm 261.
— means the lack of a given DNA fragment characteristic for the locus Xgwm 261.

koncowa: 5 min w 72°C. Elektroforezg¢ prowadzono w zelu agarozowym o stezeniu
2,5%. Wizualizacji dokonano na transiluminatorze High Performance UV Transillumi-
nator UVP. Obrazy archiwizowano za pomocg systemu KTE-Video.

Wyniki

W celu optymalizacji warunkow reakcji PCR—SSR testowano osiem jej wariantow.
Pierwotnie testowano profil zaczerpnigty z pracy Kowalczyka (2006a). Po wielu
analizach oraz dokonaniu zmian w metodyce, polegajacych na modyfikacjach dlugosci
trwania wstgpnej denaturacji, modyfikacjach wartosci temperatury przylaczania
starterow, a takze liczby cykli, nie zaobserwowano poszukiwanego markera genu RA?S.
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Zrezygnowano z metodyki przedstawionej w pracy Kowalczyka (2006a) i testowano
profil proponowany przez Guedir¢ i in. (2010). Poczatkowo zastosowane modyfikacje
spowodowaly pojawienie si¢ duzej liczby produktéow niespecyficznych, docelowo
wybrano wariant PCR przedstawiony w metodyce. Po wiaczeniu do reakcji PCR
starterow przedstawionych w metodyce spodziewano si¢, iz zostang wygenerowane
produkty o dlugosci 165, 175, 192, 203 lub 210 pz, ktére sa charakterystyczne dla locus
Xgwm 261, zwiazanego z genem RhtS. Po wykonanej reakcji PCR otrzymano
w odmianie ‘Augusta’ produkt o dtugosci 175 pz, zwiazany z genem RhtS, natomiast
w odmianach: ‘Brevor’, ‘Greer’, ‘Augusta’, ‘Geneva’, ‘Karl’, ‘Pionier 2548’ i ‘Pionier
2737W’ otrzymano produkt o dtugosci 165 pz, rowniez zwigzany z genem RAtS (rys. 1).
Zaobserwowano takze produkty niespecyficzne. Wynik ten byt powtarzalny.
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Rys. 1. Rozdzial elektroforetyczny odmian pszenicy zwyczajnej testowanych na obecnos$c
genu Rht8

Fig. 1. Electrophoretic separation of common wheat cultivars tested for the presence of RAt8
gene (pz = bp)

Dyskusja

Na poczatku lat pigcdziesigtych XX wieku grupa jugostowianskich agronoméw
przywiozta z Wloch do Jugostawii ziarno kilku niskich odmian pszenicy (‘San Pastore’,
‘Autonomia’, ‘Fortunato’, ‘Libellula’, ‘Mara’). Dzigki bardzo dobrym mozliwosciom
adaptacyjnym wloskich odmian zawierajacych gen RhtS jugostowianskim hodowcom
udato si¢ uzyskaé poétkartowate rosliny ozime, odporne na miejscowe warunki klima-
tyczne, charakteryzujace si¢ bardzo dobrg plennoscig. Odmiana ‘Sava’ oraz inne od-
miany wyprowadzone w Jugostawii daly poczatek wiekszosci odmian poétkartowatych
pszenicy ozimej hodowanej na terenie Europy Srodkowowschodniej oraz krajow nale-
zacych do bylego bloku wschodniego.
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Ahmad i Sorrells (2002) analizowali zmienno$¢ alleliczng 71 odmian pszenicy po-
chodzacych z 13 krajow za pomoca starterow WMS 261. Wsrod badanych odmian naj-
czgsciej wystepowaly allele o dtugosci 165 i 175 pz. Produkt 192 pz sprzgzony z genem
Rht8 wystgpowat z czgstoscig 6%. Worland i in. (2001) analizowali za pomoca metody
SSR zmienno$¢ alleliczna w locus Xgwm 261 u 800 odmian pszenicy zwyczajnej po-
chodzacych z 20 krajéw. Analizy wykazaly, ze dlugos¢ najczesciej wystepujacych alleli
wynosita 165 1 175 pz. Fragment o dlugosci 192 pz wystepowat w odmianach pocho-
dzacych z Europy Potudniowej. Chebotar i in. (2001) analizowali 23 ukrainskie odmia-
ny pszenicy zwyczajnej. Uzyskane wyniki wykazaty, ze w wigkszosci badanych odmian
obecny byt allel o dlugosci 192 pz. Autorzy ci obserwowali rowniez fragmenty
o dhugosci 165, 175, 206 pz. Marker WMS 261 zostal rowniez wykorzystany przez Liu
i in. (2005) do analizy zmiennosci allelicznej 408 chinskich odmian pszenicy zwyczaj-
nej. Wspomniani autorzy zidentyfikowali 13 alleli o r6znej dlugosci wystepujacych
w locus Xgwm 261. Allel o dtugosci 192 pz skorelowany z genem Rht8 wystgpowat
w 157 chinskich odmianach. Genotypy pochodzace z Chin badali rowniez Zhang i in.
(2006). Analizowali oni 220 genotypdéw pszenicy ozimej, z ktoérych mniej niz potowa
posiadata allel o dtugosci 192 pz sprz¢zony z genem RAt8. Knopfi in. (2008) z uzyciem
markera WMS 261 analizowali 95 niemieckich odmian pszenicy zwyczajnej. U blisko
90% sposrod nich wystepowaly fragmenty o dlugosci 165 pz i 174 pz. Allel o dlugosci
192 pz nie wystapit u zadnej niemieckiej odmiany. Nad odmianami i liniami pochodza-
cymi z Bulgarii i Belgii pracowali Zheleva i in. (2006). Analiza 174 odmian pozwolita
zidentyfikowac sze$¢ roznych alleli wystepujacych w locus Xgwm 261. W efekcie 71
genotypow i linii posiadato allel o dtugosci 192 pz. Sip i in. (2010) badali metoda SSR
76 odmian pszenicy pochodzacych ze Stowacji i Czech. Wérd6d badanych odmian naj-
czgéciej wystegpowaly allele o dtugosci 165 i 175 pz. Produkt 192 pz sprzgzony z genem
Rht8 wystepowat u 20 odmian. Za pomocg markera WMS 261 Dvojkovi¢ i in. (2010)
szukali allelu o dtugosci 192 pz w 98 chorwackich odmianach pszenicy zwyczajnej. Byt
on obecny w 84 odmianach.

Kowalczyk (2006b) analizowal z uzyciem marker6w SSR zmienno$¢ alleliczng
w locus Xgwm 261 w 30 polskich odmianach pszenicy zwyczajnej zarejestrowanych
przed rokiem 1975. Po wiaczeniu do reakcji PCR starterow WMS 261 wykazal, ze ba-
dane odmiany przejawiaja duza zmienno$¢ alleliczng w tym Jlocus. Stwierdzil obecno$é
fragmentow DNA o roznej dlugosci, m.in. 192 pz, sprzezonych z genem RhtS. Wyste-
powaly one w odmianach ‘Aria’, ‘Grana’ i ‘Luna’. Trzy lata pézniej Kowalczyk i Okon
(2009) analizowali 45 polskich odmian pszenicy zwyczajnej, w ktorych do tej pory nie
okreslano zmiennosci allelicznej w locus Xgwm 261. Produkt o dtugosci 192 pz, wska-
zujacy na obecno$¢ genu kartowatosci RAtS, zaobserwowano w siedmiu polskich od-
mianach pszenicy zwyczajnej (‘Saga’, ‘Grana’, ‘Begra’, ‘Rada’, ‘Almari’, ‘Griwa’,
‘Monsun’). Na podstawie rodowodow stwierdzono, ze gen RAt8 zawarty w odmianach
‘Almari’, ‘Begra’, ‘Grana’, ‘Rada’ i ‘Saga’ pochodzi z japonskiej odmiany ‘Akakomugi’.

Guedira i in. (2010) analizowali 362 odmiany pszenicy zwyczajnej, ktore wyprowa-
dzono w latach 1808-2008. Celem ich badan bylo okreslenie czestotliwos$ci wystepo-
wania genow: Rht-Bl, Rht-DI oraz Rht§. Uzyskane wyniki wykazaty, ze gen Rht-B1
wystgpowal najczesciej. Jego obecno$¢ odnotowano u 45% analizowanych odmian,
natomiast frekwencja gen Rht-D1 wyniosta 28%. Obecnos¢ produktu o dtugosci 192 pz
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pozwala na stwierdzenie, ze najrzadszym zrodlem karlowatosci jest gen RAtS. Wyste-
powanie jego stwierdzono u 3% badanych odmian ozimych.

Podczas prowadzonych badan wykorzystano rozne warianty tancuchowej reakcji po-
limerazy PCR. Zaczerpnigty z metodyki Kowalczyka (2006b) profil reakcji PCR, ktory
okazat si¢ efektywny w identyfikacji genu RAt8, nie wptynal na wygenerowanie poza-
danego markera o dlugosci 192 pz, skracajacego zdzbto o 7-8 cm. W kilku wykonanych
analizach otrzymano produkt o dtugosci 50 pz. Startery zatem wygenerowaty niespecy-
ficzne produkty. Nastgpnym etapem bylo wprowadzenie metodyki zaproponowanej
przez Guedirg i in. (2010).

Wykorzystany z powyzszej metodyki wariant reakcji PCR okazat si¢ w pelni
efektywny w identyfikacji genu RAt8 w badanych odmianach, czego dowodzi powta-
rzalno$¢ wynikoéw. Prowadzona zgodnie z przedstawiong metodyka tancuchowa reakcja
polimerazy PCR oraz elektroforeza umozliwity stwierdzenie obecnosci produktow
amplifikacji o dtugosci 165 pz i 175 pz, ktore sa charakterystyczne dla locus Xgwm 261,
zwigzanego z genem RAtS. Po wykonanej reakcji PCR otrzymano w odmianie
‘Augusta’ produkt o dlugosci 175 pz, a w odmianach: ‘Brevor’, ‘Greer’, ‘Augusta’,
‘Geneva’, ‘Karl’, ‘Pionier 2548’ i ‘Pionier 2737W’ otrzymano produkt o dtugosci 165
pz (rys. 1). Zaobserwowano takze produkty niespecyficzne. Wykonane badania
potwierdzaja skuteczno$¢ markera GWM 261 w identyfikacji r6znych form allelicznych
genu Rht8 z wykorzystaniem techniki SSR-PCR.

Wyniki, ktére uzyskano, moga mie¢ istotne znaczenie w przyspieszeniu postepu
biologicznego w hodowli pszenicy i poprawie wartosci agrotechnicznej polskich
odmian. Do zwigkszenia efektywnosci selekcji przyczyni¢ si¢ moze zastosowanie
w hodowli markera GWM 261, co w konsekwencji spowoduje obnizenie kosztow
zwigzanych z otrzymaniem odmian krétkostomych.

Whioski

1. W pracy udato si¢ zidentyfikowa¢ dwie formy alleliczne: 165 pz i 175 pz, ktore sa
charakterystyczne dla locus Xgwm 261, zwiazanego z genem Rht8.

2. Produkt o dlugosci 165 pz zidentyfikowano w odmianach: ‘Brevor’, ‘Greer’,
‘Augusta’, ‘Geneva’, ‘Karl’, ‘Pionier 2548’ i ‘Pionier 2737W’, natomiast produkt
o dtugosci 175 pz zidentyfikowano w odmianie ‘Augusta’.

3. Przeprowadzone badania potwierdzaja skuteczno$¢ markera GWM 261 w iden-
tyfikacji roznych form allelicznych genu RAt8 z wykorzystaniem techniki SSR-PCR.
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IDENTIFICATION OF THE GENE Rht§8 WITH USING OF GWM 261 MARKER
IN FORMS OF COMMON WHEAT WITH DIVERSE ORIGINS

Summary. Lodging is the most important of the various factors affecting yielding in common
wheat (Triticum aestivum L. ssp. vulgare). In breeding one of the most effective methods to ob-
tain cultivars resistant to lodging is to introduce semi-dwarf genes. One of the genes used in
wheat breeding programs worldwide is the RA?8 gene, whose presence is correlated with a reduc-
tion of stalk length by approximately 10%. This gene is sensitive to the action of exogenous
gibberellic acid, thus it may be identified using microsatellite single sequence repeat (SSR) mark-
ers. The aim of this study was to identify the RAz8 gene using the GWM 261 marker in 15 winter
wheat cultivars of various pedigree. The analyses showed the presence of specific products of 175
bp in cv. ‘Augusta’ and 165 bp in cvs. ‘Brevor’, ‘Greer’, ‘Augusta’, ‘Geneva’, ‘Karl’, ‘Pionier
2548’, ‘Pionier 2737W”’. This cultivar may be used in breeding programs as a source of the Rht8
gene.

Key words: wheat, semi-dwarf genes, RAt8, SSR markers
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