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1. Wprowadzenie

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) jest zbozem chlebowym, uprawianym od
najstarszych dziejow. Pierwsze §lady uprawy pszenicy pochodza sprzed 7000 lat p.n.e. z
archeologicznych wykopalisk na Bliskim Wschodzie (Budzynski i Szemplinski, 1999), a
obecniejest najpowszechniej uprawianym zbozem w $wiecie. W miare rozwoju cywilizacji
narastal problem w dostarczaniu energii w pozywieniu i dlatego poszukiwano zrodet
weglowodanow, a pszenica oraz ryz stanowig najwazniejsze zrodto kalorii (Hanczakowski,
2001). Pszenica uprawiana jest na wszystkich kontynentach od réwnika po strefy
podbiegunowe, od poziomu morza do 3000 m wysokosci nad poziomem morza
(Ruebenbauer, 1976).

Areal uprawy pszenicy w §wiecie w ciggu ostatniego czterdziestolecia nie zwickszyt
si¢ istotnie i utrzymuje si¢ na poziomie powyzej 200 min hektaréw. W Polsce w 2018 roku
powierzchnia uprawy pszenicy wynosita 2 417 227 ha (Tabela 1), a dane Agencji
Restrukturyzacji 1 Modernizacji Rolnictwa podaja, ze w 2021 roku byta uprawiana na
powierzchni ok. 2 391 000 ha.

Tabela 1: Powierzchnia uprawy, §redni plon oraz produkcja pszenicy w Polsce w latach

2009 -2018 (wg FAO Statistical Databases, 2020)

Rok Powierzchnia Sredni plon Produkcja
uprawy (tys. ha) (t/ha) (tys. t)
2009 2346 4,2 9789
2010 2124 4.4 9408
2011 2258 4,1 9339
2012 2077 41 8607
2013 2137 4.4 9485
2014 2338 5,0 11628
2015 2395 4,6 10957
2016 2364 4,6 10827
2017 2391 4,9 11665
2018 2417 4,1 9820




Powierzchnia uprawy zbdz ogétem w 2020 r. w Polsce wyniosta okoto 7,4 mln ha i
zmniejszyta si¢ o 6,1% w poréwnaniu do roku 2019. W 2020 roku powierzchnia pod
pszenicg wynosita okoto 1,64 min ha. Zagospodarowanie materiatu siewnego w Polsce w
roku 2019 wyniosto 12,338 min ton dla pszenicy jarej oraz 103,878 min ton dla pszenicy
ozimej.

W eksporcie ziarna zb6z dominujaca pozycje zajmowata pszenica. Wolumen eksportu
pszenicy w 2020 r. wyniost 4,7 min ton. Najwigcej pszenicy sprzedano na rynku poza
unijnym okoto 82%, przede wszystkim do: Arabii Saudyjskiej (1,7 min t — 36%), Republiki
Potudniowej Afryki (0,8 mln t — 16%), Algierii (0,4 min t — 9%), Turcji i na Kubg (po 0,2
min t — po 4%) oraz do Maroko, Mozambiku, Kenii i Tanzanii (po ok. 0,1 min t) (GUS.
Rocznik Statystyczny ~ Rolnictwa. Gtéwny  Urzad Statystyczny, 2020
(http://www.stat.gov.pl/).

W Polsce, w uprawie, dominuje forma ozima pszenicy zwyczajnej, ktora uzyskuje
plony wyzsze niz forma jara, jednak o gorszej jakosci (Gasiorowski i Klockiewicz-
Kaminska, 2004).
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Rysunek.1. Powierzchnia plantacji nasiennych pszenicy w Polsce w latach 2009 — 2021 (wg
PIORIN).
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Na wysokos$¢ plonu ziarna, w uprawie zardOwno pszenicy ozimej, jak i jarej wpltywa
wiele czynnikow. Jednym z istotniejszych jest podatnos¢ na choroby powodowane przez
grzyby, takie jak rdza brunatna (Puccinia recondita f. sp. tritici), rdza zotta (Puccinia
striiformis) maczniak prawdziwy traw (Blumeria graminis f. sp. tritici), septorioza
(Stagonospora nodorum syn. Septoria nodorum) i fuzarioza (Fusarium spp.). Porazenie
ro$lin moze wystgpowaé w réoznym nasileniu, zaleznie od warunkéw pogodowych. W latach
sprzyjajacych rozwojowi patogendw, straty w plonach sg stosunkowo duze, a ich wielko$¢
szacuje si¢ w granicach od 27% do 50% (Witkowska 1 in., 2011; Janczak 1 Pawlak, 2006).

Istniejg dwa sposoby ograniczania wystgpowania chorob w zbozach: ochrona i
zwalczanie chemiczne oraz wykorzystanie odpornosci genetycznej. Kontrola genetyczna, to
hodowla odpornosciowa, ktora zyskuje na znaczeniu ze wzgledow Srodowiskowych i
ekonomicznych, szczegdlnie w przypadku rolnikow w krajach rozwijajacych sie, a takze, z
powodu mozliwosci uodpornienia si¢ patogenéw na substancje aktywne fungicydéw
(Oliver, 2014). Uprawa odpornych lub wysoce tolerancyjnych odmian jest dla rolnika
skutecznym 1 bezpiecznym podejSciem, zmniejsza jej koszty oraz straty produkcyjne z
powodu wystepujacych chorob (Chetkowski, 1999). Marasas i in. (2003) wykazali poprzez
analizy ekonomiczne, ze hodowla odpornosciowa jest najbardziej optacalng droga walki z
chorobami roslin uprawnych. Poréwnywali oni naktady poniesione od 1973 na hodowle
odpornosciowg na rdz¢ brunatng w CIMMYT do otrzymanych korzy$ci z uprawy odmian
pszenicy, stosunek wyniost 27:1. Korzysci nie tylko ptyna w strong rolnika, ale rowniez dla
srodowiska poprzez ograniczenie stosowania ogromnych ilosci pestycydow (Sayre i in.,
1998).

Hodowla rodlin zmierza w kierunku zmniejszenia podatnosci na choroby
powodowane przez patogeny grzybowe pszenic, poszukiwaniu nowych kierunkow
pozyskiwania zrodet odpornosci i wprowadzaniu ich do programéw krzyzowan. Cennym
zrodtem gendéw odpornosci na rdze brunatng, rdzg zo6tta oraz maczniaka prawdziwego
pszenicy sg przede wszystkim gatunki dzikie pszenic oraz gatunki im pokrewne, tj.: T.
dicoccum ,T. monococcum, T. spelta, T. carthlicum , T. dicoccoides, T. timopheevii, T.
durum, , T. sphaerococcum, T. tauschii (syn. Aegilops squarrosa), Ae. speltoides, Ae.
longissima, Ae. ovata, H. villosa (syn. Dasypyrum villosum L. Candargy) oraz zyto (Secale
cereale) (Mclntosh i in., 1998; Gorny, 2004; Chetkowski i in., 2005b). Dobrym zrodtem
odpornosci jest rowniez zyto, udato si¢ bowiem przenie$¢ z tego gatunku do pszenic 17
genow odpornosci (McIntosch i in., 2004). Mimo pozytywnych zalet jakimi sa odporno$¢

na choroby, przedstawione powyzej gatunki mogg wnosi¢ wiele niekorzystnych cech, takich
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jak: niski plon, podatno$¢ na wyleganie, czy niskag mrozoodpornos¢ (Czembor i Wiewiora,
2001).

Hodowca w swej pracy moze, a nawet powinien wykorzystywac¢ dostepne zrodta
genetycznej odpornosci. Wymaga ona znajomos$ci genetycznego uwarunkowania reakcji
ro$lin na atak szkodnika lub patogena. Jeden genotyp moze by¢ podatny na okreslony
genotyp patogena, a inny moze by¢ odporny. Z biegiem czasu zachodza zmiany w
populacjach patogenéw, a co za tym idzie powstaja nowe problemy w hodowli
odpornosciowej. Pojawiajg si¢ nowe wirulentne patotypy dla dotychczas odpornych odmian,
stad tez istnieje konieczno$¢ prowadzenia ciaglych intensywnych badan na ten temat.

Istniejg dwie ogdlne klasy gendéw oparte na ich fenotypowych skutkach, geny
opornos$ci na patogeny specyficzne dla rasy lub szczepu — geny gléwne (geny R; ang. Major
Resistance Genes) i geny warunkujace odpornos¢ roslin dorostych (APR ang. adult plan
resistance). Obecnie istnieje poglad wérdod wielu hodowcow i patologdw, ze wigkszy nacisk
nalezy potozy¢ na odkrywanie, charakteryzowanie i stosowanie genow APR w celu
uzyskania trwatej odpornosci, z domys$lng sugestiag, ze mniejszy nacisk nalezy potozy¢ na
stosowanie genow odpornosci (R), poniewaz nie maja one trwatosci. Jednak przy zwalczaniu
choréb nalezy uzywacé kazdego dostepnego narzedzia genetycznego (Jeffrey i in., 2014).

Wigkszo$¢ z gendow odpornosci na rdz¢ brunatng, rdze z6tta i maczniaka
prawdziwego, s3 to geny gltowne, nazywane réwniez genami R, warunkujace odpornos¢
monogeniczng czyli odporno$¢ pionowa (wertykalng) opartg na teorii ,,gen na gen” (Flora
1956), gdzie dziedziczenie zarowno odpornosci gospodarza, jak i1 zdolnosci pasozyta do
wywotywania choroby jest kontrolowane przez pary pasujacych do siebie genow. Jednym z
nich jest gen ro$linny zwany genem opornosci (R), drugi to gen patogena zwany genem
awirulencji (Avr). Rosliny wytwarzajace okre§lony produkt genu R sg oporne na patogen,
ktory wytwarza odpowiedni produkt genu Avr. (Flor, 1955; Mclntosh 1 in., 1995; Tyrka i
Chetkowski, 2003; Chetkowski 1 Koczyka, 2005a; Perugini i1 in. 2008; Chen 1 in. 2005;
Huang 1 Roéder, 2004). Zdecydowanie mniej jest genow warunkujacych odpornos$c
niespecyficzna, charakterystyczng dla odpornosci poziomej - horyzontalnej (Dilbirligi i in.,
2004).

Podjety w niniejszej pracy problem piramidyzacji gendw odpornosci na roézne
patogeny jest pracochtonny i czasochtonny. Jest to zabieg hodowlany, ktéry wymaga
wielokrotnych  krzyzowan przy jednoczesnej selekcji wspomaganej markerami

molekularnymi oraz selekcji fenotypowej. Zakres doswiadczen ujety w tej pracy zostal tak
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dobrany, aby w jak najlepszy sposob moc przetestowac wybrane linie. Piramidyzacja genéw
w jednej linii hodowlanej moze znacznie zwigkszy¢ zakres odporno$ci na rdézne rasy
(patotypy) tego samego patogena, jak rOwniez na rozszerzenie zakresu odpornosci na rézne
patogeny. Skumulowanie ré6znych kombinacji genow warunkujgcych odpornos¢ na wazne z
punktu widzenia rolniczego choroby, w tym réwniez gendw o charakterze iloSciowym,
przyczynia si¢ do zmniejszenia presji selekcyjnej na patogena, jednocze$nie daje to
mozliwos$¢ uzyskania trwalszej w czasie i kompleksowej odpornosci uprawianych odmian.

Celem pracy jest piramidyzacja gendéw odpornosci na rdz¢ brunatng, rdz¢ z6itg oraz
maczniaka prawdziwego, ktérg bedzie mozna wykorzysta¢ do przysztych prac w tworzeniu
nowych odmian odpornych na porazenie przez wymienione patogeny, co moze zwigkszy¢
ich potencjat plonotworczy. Ponadto odporne odmiany pszenicy moga by¢ wykorzystywane
w gospodarstwach ekologicznych nie stosujacych srodkéw fungicydowych. Stosowanie w
uprawie odmian odpornych na patogeny przyczyni si¢ rowniez do obnizenia kosztow
produkcji oraz bedzie miato bezposredni wplyw na ochrong $rodowiska i zachowanie
rownowagi w biocenozie (uniknigcie zatrucia ptodow rolnych), co w rezultacie moze

korzystnie wptywac na zdrowie ludzi i zwierzat.

2. Przeglad literatury

2.1. Pochodzenie pszenicy zwyczajnej

Pszenica nalezy do rodziny traw Gramineae, podrodziny wiechlinowatych Poaceae,
bedacej najbardziej istotng i réznorodng rodzing w krolestwie roslin (Sehgal 1 in., 2012).
Pszenica towarzyszyla cztowiekowi od 10000 lat i przeszta do swojej obecnej postaci
poprzez ciagly selekcje i hodowle roslin (Tigerstedt, 1997). Pszenica zwyczajna (Triticum
aestivum) ewoluowata poprzez dwa zdarzenia poliploidyzacji miedzy Triticum
urartu (genom AA), a gatunkami zwigzanymi z koziencem Speltoides Aegilops (genom BB)
0,5 miliona lat temu, tworzac Triticum turgidum ssp. diccocoides oraz miedzy Triticu
turgidum ssp. durum (genom AABB) i Aegilops tauschii (genom DD) 10000 lat temu,
tworzac nowoczesny heksaploid pszenicy zwyczajnej (AABBDD) (Huang i in., 2002;
Moaine i in., 2016). Posiada najwigkszy genom wsrod roslin uprawnych. Kazdy z genomow
posiada 7 chromosomow, stanowi 42 chromosomy (2n=6x=42). Wielko$¢ genomu to w

przyblizeniu 16 Gpz (giga par zasad). Stanowi to utrudnienie przy ulepszeniu tego gatunku



przy uzyciu konwencjonalnych narzedzi genetycznych (Shah i in., 2009). Do form
uprawnych procz Triticum aestivum ssp. vulgare (pszenica zwyczajna) zaliczamy rowniez
Triticum monococcum, Triticum dicoccum, Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum
aestivum ssp. spelta. Rodzaj Triticum sktada si¢ z wielu gatunkéw form dzikich, uprawnych,
ozimych jak i jarych (Dubas i Gladysiak, 1997).

2.2 Znaczenie gospodarcze pszenicy

Pszenica jest podstawowym pozywieniem dla 40% $wiatowej populacji ( Gupta i in.,
2008). Jest uprawiana na 15,4% gruntow ornych na Swiecie w prawie wszystkich krajach.
Zapewnia 21% kalorii zywnosci i 20% biatka dla ponad 4,5 miliarda ludzi w 94 krajach
rozwijajacych si¢ (Braun i in., 2010). Jest druga po ryzu najwazniejsza, podstawowa rosling
spozywcza i jest uprawiana na catym $wiecie na powierzchni okoto 220 min ha na réznych
szeroko$ciach geograficznych, wysokosciach nad poziomem morza, w réznych warunkach
srodowiskowych zarowno w wilgotnych, jak i suchych. Przewiduje si¢, ze ze wzgledu na
wzrost liczby ludnos$ci i dobrobytu, popyt na pszenic¢ bedzie rost do roku 2050 w tempie
1,6% corocznie. Pszenica stanowi polowe kalorii spozywanych przez ludzi, a takze duza
cze$¢ ich wartosci odzywcezych. W rezultacie $redni globalny plon pszenicy bgdzie musiat
wzrosng¢ z 3 ton do okoto 5 ton z hektara (Ravi i in. 2016). Prognoza wzrostu
zapotrzebowania na pszenic¢ uwarunkowana jest zmianami trendow w populacji, nawykow
zywieniowych oraz warunkow gospodarczych i1 spoteczno-gospodarczych, zwlaszcza w
Afryce i Azji (International Grain Council [IGC], 2014). W ostatnich latach zauwazalne
zmiany temperatury 1 opadow deszczu na poziomie globalnym miaty wptyw na produkcje
pszenicy. Rdzne oszacowania wskazuja na redukcj¢ plonow pszenicy o 6—13% przy kazdym
wzro$cie temperatury o 1°C. W oparciu o obecne tendencje w produkcji pszenicy
przewidywany wzrost wydajnosci pszenicy do 2050 r. bedzie wigkszy o 1 t/ha, co jest

konieczne do zaspokojenia rosngcego popytu na §wiecie. (Rys.2)
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Rysunek 2. Prognozowany popyt i tendencje wzrostu plonow pszenicy w kilku

scenatriuszach. Zrodto www.cimmyt.org

W latach 2013/2014 kraje wchodzace w sktad Unii Europejskiej wyprodukowaty
ponad 143 min ton pszenicy, o 15% wigcej niz Chiny, o 35% wigcej niz Indie, i 60% wigcej
niz Stany Zjednoczone. Sposrod panstw cztonkowskich Unii Europejskiej, Francja 1 Niemcy
sa najwigckszymi producentami pszenicy, zbierajac odpowiednio okoto 26 %1 17 % (Wielka
Brytania zebrata okoto 8,5%). W ciaggu ostatnich 10 lat tonaz metryczny Unii Europejskiej
wzrdst o 23%, podczas gdy w tym samym okresie tonaze Stanow Zjednoczonych spadty o
okoto 8 %. Unia Europejska obecnie eksportuje okoto 15% swoich zbiorow, a wielko$¢ ta
ro$nie z roku na rok. Ziarno pszenicy uprawianej w Unii Europejskiej dostarcza kalorii dla
ludzi (mniej niz jedna trzecia zbioréw) oraz dla zwierzat (okoto dwie trzecie zbiorow).
Ziarno pszenicy jest rowniez wykorzystywane do destylacji alkoholu, jako surowiec do
biopaliw, a stoma pszenna uzywana jest jako $cidtka, do pasz, na strzechy dachowe i do
produkcji koszy (Fones i Gurr 2015).

Spotegowana zmienno$¢ klimatu, czgste ekstremalne zjawiska pogodowe oraz nowe
rasy patogenow i szkodnikéw dodatkowo zagrazaja liniowemu wzrostowi wydajno$ci w
przysztosci. Hodowla pszenicy z tolerancja na zmiany klimatyczne i odporno$cia na choroby
w potaczeniu z dobrg agrotechnikg moze potencjalnie poprawi¢ wydajnos¢ pszenicy, aby
sprosta¢ przysztym wymaganiom (Mondal i in., 2016). W Polsce, jak i Unii Europejskiej
(UE), pszenica nalezy do najwazniejszej grupy roslin uprawnych. Jest podstawowym

surowcem rolnym, majacym znaczenie strategiczne, gdyz jako najwazniejszy produkt
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spozywczy decyduje o bezpieczenstwie zywnosciowym kraju (Urban, 2007). Jest typowym
zbozem klimatu umiarkowanego (Ginter i Szarek, 2010). Na plony zb6z, w tym takze
pszenicy mogg mie¢ bardzo negatywny wptyw czynniki abiotyczne, takie jak dostepnos¢
sktadnikow odzywczych ( Van der Bom 1 in., 2017) oraz ekstremalne zjawiska pogodowe,
takie jak susza, upatly i intensywne opady deszczu (Trnka i in., 2014; Van der Bom i in.,
2017). Badania na pszenicy sa bardzo trudne i rozlegte. Stuza one maksymalizacji produkcji,
a takze poprawie jakosci ziarna. Konieczne jest poznanie sposobow dziedziczenia i dziatania
genow warunkujacych rozne elementy struktury plonu roslin, aby rozpocza¢ produktywne
programy hodowli roslin (Sehgal i in., 2012). Tworzenie nowych odmian odpornych na
wiele patogendw jest stalym zadaniem w hodowli pszenicy, zwlaszcza w czasach rosnacego
popytu na odmiany nadajace si¢ do uprawy w zrownowazonym rolnictwie. Mimo to niewiele
wiadomo o relacjach migdzy r6znymi odpornosciami na choroby powodowane przez grzyby
na poziomie genetycznym i mozliwych konsekwencjach dla strategii hodowli pszenicy

(Stadlmeier, 2019).

2.3 Cechy morfologiczne

Pszenica jest roslina jednoroczng. Forma jara wysiewana jest wiosng, natomiast
forma ozima wysiewana jest jesienig (Szemplinski, 2012). Duzy wplyw na zmienno$¢ cech
morfologicznych ma $rodowisko oraz system uprawy. Wysoko$¢ jest cechg ilosciowa, na
ktorag moze mie¢ wplyw temperatura, niska (12-16 °C) w okresie wzrostu zdzbta moze
powodowa¢ zmniejszenie wysokosci roslin (Lubkowski, 1968). System korzeniowy
pszenicy jest ptytki. Nalot woskowy moze pokrywac praktycznie wszystkie czesci rosliny,
uwarukowane jest to nie tylko genetycznie, ale roéwniez uzaleznione jest od warunkow
srodowiskowych, wigksza intensywno$¢ zaobserwujemy przy malej obsadzie i w latach
suchych (Richards, 1984). Zdzbla sa wyprostowane, gladkie, podzielone weztami
(kolankami) na miedzywezla zwykle od pigciu do szesciu, grube, wewnatrz puste. Pochwy
lisciowe silnie przylegaja do migedzywezli wzmacniajac zdzbto, ktore pod koniec okresu
wegetacyjnego przybiera barwe zlocista. Kwiatostan stanowi klos. Najcze$ciej spotykany
ksztatt ktosa jest cylindryczny, typ wymlacalny, z niewielka osadka ktosowg. Jednak klosy
rézni¢ si¢ mogg miedzy soba nie tylko forma, ale rowniez dlugoscia 1 zbitoscig. Ziarno
pszenicy jest nieoplewione, nasiona majg ksztalty owalne, jajowate lub barytkowate (Dubas
1 Gladysiak, 1997; Budzynski i Szemplinski, 2003; Jasifiska, 2003). Najczgsciej spotykany

kolor ziarna to czerwony. Kolor ziarniakow jest uzalezniony od obecnosci barwnika w trzech
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réznych warstwach, warstwa owocni moze zawiera¢ barwnik purpurowy, okrywa czerwony,

warstwa aleuronowa niebieski (Nawracata, 2004).

2.4 Choroby powodowane przez patogeny

Na calym $wiecie choroby pszenicy powodowane patogenami grzybowymi sg
bardziej grozne dla plonoéw i jakosci ziarna niz choroby wywotane przez bakterie i wirusy.
Poniewaz patogeny grzybowe sg bardzo elastyczne i mogg szybko ewoluowaé w nowe
szczepy, ktore moga zainfekowaé rosliny wczesniej odporne na te patogeny. Na porazenie
pszenicy przez grzyby wptywaja rozne czynniki: charakter patogena, podatno$¢ gospodarza,
réznorodno$¢ zjadliwosci, gestos¢ inokulatow i temperatura (Rajam 1 Van Ginkel 1996;
Mclntosh i in., 1998). Opisanych zostato prawie 200 chorob i szkodnikow zbdz z czego 50
jest waznych ekonomicznie ze wzgledu na ich potencjat do niszczenia upraw i obnizania
dochodow rolnikéw (Weiss, 1987). Silne porazenie roslin przez patogeny zmniejsza
powierzchni¢ asymilacyjng co w rezultacie oddzialuje na procesy fotosyntetyczne
(Stankowski i in., 2001; Rachon i in., 2017). Ogoélnie potencjalne straty plonu ziarna
spowodowane chorobami oszacowano na 18%, a rzeczywiste straty przy obecnym
zwalczaniu chorob na 13% (Oerke, 2006). Wedtug Hysek (2016) i Kiselevy (2016) straty na
skutek obnizenia masy ziarna oraz zmniejszenia ich liczby w ktosie moga sigga¢ 10-40% co
uzaleznione jest glownie od przebiegu pogody, lokalizacji i nasilenia infekcji przez
patogena.

Porazenie przez patogeny grzybowe zalezy glownie od wykrywania patogenow,
zmiennos$ci genetycznej 1 patologicznej w populacji, rozwoju odpornych odmian i wdrazania
skutecznych genéw odpornosci w roznych regionach epidemiologicznych. Ochrona
pszenicy 1 hodowla odpornych odmian przy uzyciu konwencjonalnych metod sa
czasochtonnymi, skomplikowanymi i powolnymi procesami. Markery molekularne
stanowig doskonalg alternatywe w rozwoju ulepszonych odmian odpornych na choroby,
ktére doprowadzityby do wzrostu plondw. Sg one wykorzystywane do oznaczania waznych
genow odpornosci na choroby i zapewniaja cenng pomoc w zwiekszaniu skuteczno$ci
selekcji cennych cech poprzez selekcje wspomagang markerami (MAS). Bazujac w hodowli
ro$lin na znanych markerach odpornosci mozliwe jest wytworzenie odpornych odmian
pszenicy na rézne choroby powodowane przez grzyby (Goutam i in., 2015).

Mimo, iz skala porazenia przez choroby moze si¢ rok rocznie zmienia¢ to patogeny

sg zawsze aktywne 1 mogg stanowi¢ znaczace wyzwanie, nawet jesli atakujg tylko niektore
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cze$ci roslin. U pszenicy, podatne na porazenia sa wszystkie czgsci rosliny. Wystapienie
porazenia moze ujawni¢ si¢ w dowolnych warunkach $rodowiska i zalezne jest od
podatnosci odmian zywicielskich. Kazde pojawienie si¢ objawow choroby w ré6znym
stopniu wplywa na plon i jako$¢ ziarna lub stomy. Strategia obrony przed chorobami
obejmuje odpornos¢ zywicielska, stosowanie ochrony chemicznej, kontrole biologiczna.
Najwazniejsze choroby na $wiecie s3 powodowane przez grzyby biotroficzne, ktére maja
wiele roznych szczepow lub ras fizjologicznych testujacych odpowiedz gospodarza na

infekcje (Ravi, 2016).

2.4.1 Rdza brunatna pszenicy

Rdza brunatna jest najbardziej rozpowszechniong chorobg na §wiecie i jej glownymi
regionami epidemicznymi sg obie Ameryki, Europa, Azja, Polnocna Afryka i Australia,
powoduje rézne poziomy szkod (McCallum i in., 2012, Naik i in. 1998, Nocente i in. 2007).
W Stanach Zjednoczonych straty gospodarcze wyniosty 350 mln USD w latach 2000-2004.
W Chinach roczne straty plonéw przypisane do rdzy brunatnej to 3 mln ton. W przesztosci
byta to rowniez wyniszczajagca choroba w Meksyku i Azji Potudniowej, ale w ostatnich
dziesigcioleciach stata si¢ mniej istotna przez powolne wprowadzenie gendéw odpornosci
(Huerta-Espino i in., 2011). W Polsce porazenie zdzbet pszenicy ozimej wynosi $rednio
9,1% (Tratwal 1 Walczak, 2012). Wedlug Kassem plon moze si¢ zmniejsza¢ 0 1% wraz ze
wzrostem o 1% infekcji. (Kassem i in., 2011). Rdza stanowi globalny problem produkcji i
zagraza Swiatowe] podazy pszenicy (Roelfs 1 in., 1992). Wystepuje zwykle w regionach, w
ktorych panuja ciepte i wilgotne warunki, a objawy zakazenia to zazwyczaj czerwonego
koloru urediniospory na lisciach, fodygach, plewkach ktosowych 1 o§ciach wrazliwych roslin
(Kolmer, 2005). W Stanach Zjednoczonych zidentyfikowano okoto 70 ro6znych ras tego
patogena. (Kolmer i in., 2007 ). Kazdego roku we Francji powstaje od 30 do 50 nowych ras
P. recondita f. sp. tritici (Goyeau i in., 2006). Straty plonow spowodowane przez rdzg
brunatng s3 zwigzane ze zmniejszeniem wielkosci ziarna 1 ich jakosci (Leonard 1 Szabo,
2005; Bremenkamp-Barrett i in., 2008). Chociaz rdza byta dobrze kontrolowana w wielu
czg$ciach $wiata, prognozowanie modeli przy zalozeniu braku trwalej odpornosci szacuje,
ze globalne straty beda $rednio wynosity 6,2 mln ton metrycznych rocznie lub moga by¢
wyzsze w przypadku powaznych epidemii (Pardey i in., 2013).

Do infekcji moze dochodzi¢ w kazdych niemal warunkach, jednak najbardziej

sprzyjajaca temperatura to od 15°C do 18°C. (Weber i in., 2012) . Objawy obserwujemy w
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kazdej fazie rozwojowej ro$liny, zardbwno na pszenicy ozimej jak i jarej. Jes§li zakazone
zostang oziminy to objawy obserwujemy juz wczesng wiosng, zwlaszcza na gornej stronie
lisci. Poczatkowo ujawniaja si¢ jako chlorotyczne plamy, pdzniej jako brodawki
poduszeczkowatych skupien koloru rdzawego rozsiewajgcych si¢ podczas wegetacji. Z
poczatkiem lipca pojawiaja si¢ na dolnej stronie lisci czarne skupienia zarodnikow
zimujacych - teliospory (Tratwal i Walczak, 2012; Korbas, 1998). Zmniejszenie plonéw
zalezy od kilku czynnikow, takich jak: czas poczatkowego zakazenia, etap rozwoju rosliny
oraz wzglednej odpornosci lub podatnosci odmian pszenicy. Wyzsze straty plondw
obserwuje si¢ jesli poczatkowa infekcja wystepuje na poczatku sezonu wegetacyjnego.
Jednakze jesli zakazenie wystapitlo podczas nalewania ziarna to moze to spowodowac
mniejszg utrate plonu (Agrios 1997). Straty plonéw pszenicy sa powodowane ze wzgledu na
zmniejszenie liczby ziaren w klosie i masy ziaren. W zaleznosci od stadium porazenia i czasu
trwania zakazenia, straty moga waha¢ si¢ do 50% u wrazliwych odmian pszenicy (
Mclnstosh i in., 1995).

Hodowla odporno$ci na rdze brunatng u pszenicy jest najtrudniejszym zadaniem dla
hodowcy, poniewaz odpornos¢ moze zosta¢ catkowicie pokonana przez zmiang dominujace;j
rasy patogenéw w populacji rdzy. Dlatego stosowanie odpornosci genetycznej jest
stosunkowo obiecujaca opcja zwalczania epidemii rdzy w roslinach uprawnych. Odpornos¢
genetyczna ma dwa wymiary; jednym z nich jest monitorowanie dynamicznych zmian
populacji patogenow rdzy w celu identyfikacji nowych zjadliwych ras, a drugi polega na

wdrazaniu gendw odpornosci, aby pokona¢ nowa ras¢ patogendéw (William 1 in., 2008).

2.4.2 Rdza z6lta

Jedna z glownych chordb pszenicy jest rdza zotta powodowana przez grzyb Puccinia
striiformis Westend. f. sp. tritici Eriks (Chen 2014, Mukhtar | in. 2015, Talha i in. 2016).
Glownie infekuje pszenicg, ale moze rowniez powodowac infekcje w jeczmieniu, zZycie, 1
pszenzycie. Po raz pierwszy odnotowano infekcje¢ w USA (Carleton 1915). Rdza zotta
zostata zidentyfikowana w ponad 60 krajach na kazdym kontynencie z wyjatkiem
Antarktydy, gdzie nie uprawia si¢ pszenicy (Chen 2005). Najnowszy wpis na liScie krajow
epidemii rdzy pasiastej (zottej) to Zimbabwe (Boshoff i in., 2020). Epidemia wystepuje
czesciej (co 2-3 lata do 5 lat) w Pakistanie, Indiach, Chinach, Nepalu, Jemenie, Etiopii,
Uzbekistanie, Kenii, Australii, Wielkiej Brytanii, Stanach Zjednoczonych, Chile, Nowej
Zelandii, Ekwadorze, Peru, Kolumbii i Meksyku (Shakra, 2020). Obecnie ponad 35%
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powierzchni pod uprawg pszenicy jest dotknigte chorobg rdzy zoltej (Singh i in., 2004).
Choroba jest stara, ale czesto pojawia si¢ jako ponownie pojawiajacy si¢ problem, a takze
rozszerza si¢ na nowe obszary. Epidemie rdzy zoltej na duzg skalg wystepuja, gdy w
populacji patogendow rozwijaja si¢ nowe rasy pokonujace okreslone geny opornosci i/lub
gdy wystepuja ekstremalne warunki pogodowe sprzyjajace chorobom (Chen, 2020). Rdza
jest rozpowszechniona na gléwnych obszarach produkcji pszenicy na $wiecie i moze
powodowa¢ znaczne obnizenie jako$ci ziarna 1 plondow w wrazliwych odmianach
(Dimmock, 2002). Zmniejszona produkcja suchej masy, wzrost korzeni, wysokos¢ roslin,
wielkos$¢ 1 liczba kwitngcych kwiatkow oraz wielko$¢ i liczba ziaren to parametry na ktore
wplyw ma infekcja. Efekty te sa bardziej widoczne z zakazeniem rozpoczynajacym si¢ na
etapie siewki, chociaz zakazenia inicjowane w pdzniejszym stadium sg rOwniez zwigzane ze
zmniejszong masa korzeni 1 wydajno$cia ziarna (Wellings 2011, Pooja 1 in. 2019). W
ostatniej dekadzie pojawily si¢ nowe rasy, ktore sg w stanie dostosowaé si¢ do wyzszych
temperatur, rozszerzyly profile zjadliwosci 1 sa bardziej agresywne niz wcze$niej
charakteryzowane (Hovmoller, 2010). Rdzy zo6ttej sprzyjaja chtodne warunki i jest bardziej
aktywna wiosng. (Singh 1 in., 2002). Urediniospory zwykle rosna, gdy jest duza wilgotnos¢,
a temperatura minimum okoto 7-12°C i maksymalnie 20-26°C. Z biegiem czasu patogen
ten przystosowat si¢ do wysokiej temperatury i powoduje to epidemie wystepujace réwniez
na obszarach subtropikalnych. Patogen w powietrzu moze przemierzy¢ tysigce mil i
spowodowac nagta epidemi¢ (Wang i Chen, 2017). Straty moga by¢ powazne zwykle do
50% z powodu utraty powierzchni fotosyntetycznej na porazonych lisciach, co skutkuje
zmniejszeniem plondw jak 1 pogorszeniem jakos$ci ziarna. W ekstremalnych sytuacjach przy
bardzo wrazliwych odmianach w potaczeniu z wezesnymi infekcjami i sprzyjajacymi
warunkami klimatycznymi rdza zétta moze powodowa¢ 100% utraty plonow (Singh 1 in.,
2002). Wedlug Beddow (2015) w ciggu ostatnich kilku dziesiecioleci rdza zotta
zdewastowala $wiatowg produkcje pszenicy, ujawniajagc 80% odmian pszenic na nig
podatnych. Roczna strata w wysokosci 5 miliondw ton przy szacowanym koszcie USD to
kazdego roku strata 1 miliarda. Jak dotad zaobserwowano 51 gléwnych epidemii na calym
swiecie od 1939 do 2016 roku z r6zng intensywnoscia, od 2% strat plondw do catkowitego
nieurodzaju (Chen 2020). Rdza konczy swoj cykl zyciowy u dwoch réznych
niespokrewnionych gatunkoéw zywicieli to znaczy u pszenicy i Berberis spp. (Zhao i in.,
2016). W pordéwnaniu z wieloma innymi chorobami rdza zoétta jest stosunkowo tatwa do
rozpoznania. Rdz¢ z6tta nazywamy réwniez rdza paskowang, poniewaz patogen tworzy

,paski” na porazonych li§ciach, ktore sktadajg si¢ z urediniow (w kolorze pomaranczowym)
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w liniach migdzy nerwami lici w stadiach dojrzatych roslin. Urediniospory uwolnione z
uredinii mogg zainfekowac ta samg rosling, inne rosliny na tym samym polu lub ro$liny
zywicielskie oddalone o setki kilometrow. Teoretycznie jedna urediniospora jest zdolna do
wywotania epidemii na duzg skale, ktéra moze catkowicie zniszczy¢ uprawe. Oprocz
tworzenia si¢ uredii nie liSciach patogen ten moze indukowac¢ §mier¢ komorek zywiciela co

objawia si¢ w postaci chlorotycznych lub nekrotycznych plam na lisciach (Chen, 2020).

2.4.3 Maczniak prawdziwy

Sprawca choroby — Blumeria graminis f. sp. tritici moze powodowac straty plonu
siggajace 34-50%. Uwazana jest za jedng z trzech najgrozniejszych chorob zboz (Czajowski
i Czembor, 2016, Griffey i in., 1993). Jest jedng z najbardziej wyniszczajacych pospolitych
chorob. Wystepuje na wielu obszarach w tym w Chinach, Niemczech, Japonii, Rosji,
Wielkiej Brytanii, Azji Potudniowej 1 Zachodniej, Afryce Pétnocnej i Wschodniej oraz w
potudniowo-zachodniej cze$ci Standw Zjednoczonych. (Bennett, 1984). Wystepuje na
polach pszenicy, gdzie dostgpna jest wysoka wilgotnos¢ (Shao i in., 2005, Liu i in. 2017).
Stosowanie fungicydow i hodowla odpornosciowa sa najskuteczniejszymi metodami walki
z maczniakiem prawdziwym zbdz 1 traw (Kowalczyk 1 in., 2011). Maczniak nalezy do
organizméw, ktore potrafig szybko wyksztatci¢ odporno$¢ na substancje czynne zawarte w
fungicydach, dlatego metody hodowlane sg uwazane za najbardziej skuteczne (Szwarc 1 in.,
2019). Dazy si¢ do tworzenia kombinacji genéw Pm. Piramidy genowe sa procesem
pracochlonnym, a czynnikiem decydujacym o skuteczno$ci powodzenia procesu
hodowlanego jest dobor efektywnych zrédet odpornosci (Tomkowiak, 2017). Niektore
objawy porazenia mogg by¢ wizualnie obserwowane, jednak gdy nasilenie jest stosunkowo
powazne zwykle jest juz za pdzno, aby zapobiec 1 kontrolowa¢ chorobe (Zaho, 2020).
Maczniak prawdziwy infekuje gtéwnie liscie, ale w powaznych przypadkach infekuje
rowniez todyge i klos i widoczny jest w postaci szarobialego nalotu. B. graminis
jest grzybem biotroficznym, ktory rozmnaza si¢ tylko na zywej tkance komorkowej i
infekuje pszenice od stadium siewki. Infekcja nie tylko niekorzystnie wplywa na parametry
jakosciowe, ze wzgledu na zmieniony sktad zawarto$ci ziarna i wyczerpanie rezerw
weglowodandéw, ale takze na takie parametry jak masa tysigca nasion (Gao, 2018).
Optymalna temperatura dla rozwoju to od 10°C do 20°C, wysoka wilgotno$¢ sprzyja

tworzeniu si¢ 1 inwazji zarodnikow. W takich warunkach infekcja jest zaostrzona. Jednak
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duze opady nie sprzyjaja powstawaniu konidii, rowniez §wiatto stoneczne jest czynnikiem
hamujacym (Austin i in., 2011). Gdy gestos¢ zasiewOw jest zbyt duza, a wentylacja tanu
pszenicy jest zbyt staba wzrasta mozliwos¢ infekcji. Wysokie dawki nawozow azotowych,
duze nawadnianie sprzyja namnazaniu si¢ patogena (Gao i in., 2018). Zmniejszona
bior6éznorodno$¢ genetyczna nowych odmian pszenicy, wzrost intensywnosci upraw przez
nawadnianie oraz nawozenie 1 uprawa poétkarlowych odmian wysokoplonujacych
przyczynia si¢ do szybszego powstawania nowych ras (Ma i in., 2014; Hovhannisvan i in.,

2011) .

2.5 Hodowla odpornos$ciowa

Udomowienie pszenicy 10000 lat temu oraz intensywna hodowla i selekcja
doprowadzily do zawezenia puli genetycznej. Wspolczesne rolnictwo dodatkowo zawezito
baze genetyczng, wprowadzajac ekstremalne poziomy jednolitosci na szeroka skale
przestrzenng i czasowa. To zmniejszenie zlozonosci genetycznej sprawia, ze gatunek ten jest
podatny na nowe i pojawiajace si¢ szkodniki i patogeny. Dzicy krewni pszenicy stanowig
wazne zrodlo zmienno$ci genetycznej odpornosci na choroby. Przez prawie sto lat rolnicy,
hodowcy i cytogenetycy starali si¢ uzyskac¢ dostgp do zrodet odpornosci w celu poprawy
pszenicy zwyczajnej. Odporno$¢ zostata wprowadzona do pszenicy z co najmniej 52
gatunkow z 13 rodzajow, co §wiadczy o niezwyklej plastycznosci genomu pszenicy. Dwa
gldwne problemy utrudniaja skuteczne rozmieszczenie gendéw odpornosci w celu poprawy
tego gatunku: jednoczesne wprowadzanie niekorzystnych cech oraz szybkie zatamanie si¢
odpornos$ci (Wulff 1 Moscou, 2014). Hodowla odpornosciowa odmian jest ztozonym
przedsiewzigciem, ktoére wymaga dlugoterminowego zaangazowania 1 znacznych
inwestycji. Sukces w hodowli ro$lin opiera si¢ na dwoch obowigzkowych warunkach:
zmienno$ci genetycznej cechy, ktora nas interesuje oraz narzedzi, ktore umozliwiaja
wiarygodng identyfikacj¢ pozadanych genotypoéw. Poczyniono postepy W obu aspektach,
ktore doprowadzity do lepszego zrozumienia genetycznej kontroli opornosci oraz do
zarejestrowania ulepszonych odmian.

Stosowanie odpornych odmian jest najbardziej przyjaznym dla $rodowiska
podej$ciem w celu zmniejszenia strat plonow z powodu choréb (Uloth i in., 2016, Liu 1 in.,
2017). W Polsce od 1 stycznia 2014 roku obowiazuje IPM — zintegrowana ochrona roslin.
To strategia, ktora zacheca do ograniczenia stosowania pestycydow poprzez stosowanie

réznych niechemicznych metod zwalczania czynnikow chorobotwodrczych np.: bakterii,
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grzybow i wiruséw, a takze: nicieni, owadow, roztoczy, chwastow w celu powstrzymania
ich ponizej poziomu strat ekonomicznych (Ehler, 2006). W wyniku ciaggtej zmiennosci ras
czynnikéw chorobowych istnieje potrzeba poszukiwania nowych genow odpornosci. Wazne
sg badania majace na celu ocen¢ odmian odpornych na gléwne patogeny pochodzenia
grzybowego co stanowi podstawe do selekcji pod katem pozadanych cech (Swiecicki i in.,
2011).

Waznym aspektem staje si¢ skrocenie cyklu hodowlanego ze wzgledu na to, ze pszenica
jest podstawowym pozywieniem dla populacji ludzkiej, opracowywane sg i

wykorzystywane coraz nowsze techniki hodowlane (Gupta i in., 2010).

2.6 Odpornos¢ roslin

Wyrézniamy dwa typy odpornosci na patogeny grzybowe. Pierwsza to odpornos¢ R
— uwarunkowana przez geny glowne (Mclntoh i in., 2003). Druga grupa obejmuje geny
odpornosci czastkowej, ktorych kilka lub kilkanascie genow zapewnia odmianom
zadowalajaca odpornos$¢ (Keller i in., 2000). Pierwszy typ jest nazywany odpornoscia
monogeniczng (pionowa) lub specyficzng dla rasy, ktéra jest skuteczna w przypadku
niektorych izolatow, jest ona krotkotrwata i tatwa do przetamania, gdy pojawia si¢ patogen
ktory posiada odpowiednie geny wirulencji. Odpornos¢ rasowo-specyficzna polega gtdwnie
na reakcji ,,gen-na-gen”. Dziata przez caty cykl Zycia ro$liny. Chociaz odporno$¢
specyficzna dla rasy byta szeroko stosowana w programach hodowli pszenicy, skutkuje
presja selekcyjng wywierang przez odmiany z genami odpornosci specyficznymi dla rasy
szybkie gromadzenie si¢ izolatow z dopasowanymi genami wirulencji. Nastgpnie opor
charakterystyczny dla rasy spada w konfrontacji z izolatami patogendw o pasujacych genach
wirulencji, a zatem jest efemeryczny. (Alam i in., 2011). W interakcji tej, na kazdy gen
odpornosci gospodarza przypada gen awirulencji patogena. Tak wigc do zakazenia nie
dochodzi jedynie wtedy, gdy u rosliny zawierajacej gen odpornosci (R), wystepuje czynnik
awirulencji patogena (AVR). Natomiast gdy brak allelu R w ro$linie, bedzie ona porazana,
nawet jesli patogen nie bedzie posiadat czynnika awirulencji (AVR) (Tomczynska i Sliwka,
2011; Abdelbacki 1 in., 2013). Reakcja odpornosciowa jest to cigg sygnalow
biochemicznych nastepujacych po sobie warunkowang przez geny odpornosci R, ktora jest
zapoczatkowana przez biatkowy produkt genu R, wehodzacy posrednio lub bezposrednio w
interakcj¢ ze specyficznym — czynnikiem awirulencji (AVR). Czynnik ten jest

wyprodukowany przez patogen. Sg to biatka zaangazowane w wykrycie wnikajacych do
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ro$liny grzybow, bakterii, wiruséw, nicieni, owadéw oraz zapoczatkowanie reakcji
odpornosciowej, w szczegdlnosci reakcji nadwrazliwos$ci, czyli programowanej $mierci
zainfekowanych komorek 1 zatrzymania infekcji (McHale 1 in., 2006).

Drugim typem jest odpornos¢, ktéra powodowana jest przez wiele genow odpornos$ci
nazywana pozioma, horyzontalng, poligeniczng lub ilosciowa. Dziata w wyniku interakcji
wielu genow roslinnych. Wplyw jednego moze by¢ zbyt staby i dopiero suma efektow wielu
moze zapewni¢ poprawe¢ odpornosci. Zwykle nie hamuje ona catkowicie choroby, a jedynie
spowalnia 1 ogranicza wystepowanie objawow chorobowych (Castro i1 in., 2003;
Tomczynska i Sliwka, 2011). Wymienione typy odporno$ci maja przypisana rozna trwato$é.
Trwato$¢ pojedynczego genu R zalezy od tempa ewolucji jednego genu patogena — czynnika
AVR, podczas gdy przetamanie odpornosci iloSciowej wymaga od patogena zmian
interakcji z wieloma biatkami rosliny. W zwiazku z tym odpornos¢ ilo§ciowa jest uznawana
za trwalszg — pojedyncza mutacja w genie AVR jest wysoce prawdopodobna i moze
powodowa¢ zmiane tego genu, ktéra przelamie monogeniczng odpornos¢ rosliny, podczas
gdy jednoczesne zmiany wielu genéw komplementarnych do wielu roéznych genow
sumujacych si¢ w odpornosci poziomej sg zjawiskiem mato prawdopodobnym (Tomczynska
i Sliwka, 2011). Przetamanie odpornosci ,,gen na gen” jest zjawiskiem znanym i znane sa
przypadki, kiedy wirulencja patogena zmieniala si¢ szybciej niz odmiany, ktére hodowcy
byli w stanie stworzy¢ z kolejnym pojedynczym genem odpornosci R. Problem przy
odpornosci ilosciowej stanowi skutek rekombinacji w kolejnym pokoleniu. Podlega ona
silnym wptywom $rodowiska, a wigc hodowli stoja na przeszkodzie obszerne 1 kosztowne
testy polowe, co czyni pogram hodowlany trudniejszym (Castro i in., 2003).

Inny podzial gendw odpornosci obowigzuje ze wzgledu na czas wystgpowania
choroby. Wyr6zniamy odporno$¢ rosliny dorostej (z ang. Adult Plant Resistance-APR) oraz
w stadium siewki (z ang. Seedling Plant Resistance-SPR) (Alam i in., 2011). APR op6znia
infekcje, wzrost 1 rozmnazanie si¢ patogena u dorostych roslin, ale nie w siewkach. Ten typ
odpornosci mozna zidentyfikowa¢ u odmian z potwierdzonymi genami specyficznymi dla
rasy lub bez znanych genow odpornosci specyficznych dla rasy (Hautea i in., 1987).
Obecnie wsrod niektérych hodowcow panuje poglad, Zze nalezy potozy¢ wigkszy nacisk na
odkrycie, charakterystyke 1 wykorzystanie genéw APR dla trwatej odpornosci (dlugotrwate,
gdy jest szeroko stosowane w rolnictwie) z sugestia, ze mniejszy nacisk nalezy potozy¢ na
stosowanie genow opornosci (R) ze wzgledu na ich brak trwato$ci. Mozna stwierdzi¢, ze

jesli chodzi o zwalczanie chorob nalezy uzy¢ kazdego dostgpnego narzedzia genetycznego
(Ellis J. iin., 2014).
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Jednak oporno$¢ gendw jest czgsto pokonywana przez nowe izolaty, poniewaz
obecno$¢ 1 czgstotliwose zjadliwosci w populacji patogendw zmieniajg si¢ w sposob ciagly
(Leath i Murphy, 1985; Menzies i MacNeil, 1986; Limpert i in.,. 1987; Namuco i in. 1987).
Skuteczna strategia walki polegata na zastgpieniu odmian, gdy ich odpornos¢ nie jest juz
skuteczna (Wolf, 1984, Leath i Heun, 1990).

Uprawa odmian odpornych daje efektywne, ekonomicznie racjonalne i bezpieczne dla
srodowiska podejscie do eliminacji stosowania fungicydéw 1 organicznie strat plonow

spowodowane przez choroby.

2.7 Piramidyzacja genow

Stosowanie $rodkow chemicznych jest kosztowne, ale tez nieobojetne dla
srodowiska i rodzi coraz wickszy sprzeciw spoteczenstwa. Uzyskanie duzego plonu dobrej
jako$ci przy ograniczeniu stosowania srodkow chemicznych jest mozliwe poprzez uprawe
odmian odpornych na patogeny i szkodniki. Waznym aspektem jest, aby odporno$¢ ta byta
trwata i efektywna w stosunku do réznych gatunkéw patogenéw lub szkodnikéw lub do
roznych ras /patotypéw patogena (Tomczynska i Sliwka, 2011). Piramidyzacja jest sumg
efektow pomiedzy wieloma genami. Pojedynczy gen moze mie¢ zbyt slaby wplyw na
odporno$¢ rosliny i1 dopiero ich suma daje poprawe (Tuzun, 2001). Sposobom, ktory daje
nadzieje na zwigkszenie spektrum dziatania i1 trwatosci wykorzystania genow R w
uzyskaniu odpornosci jest ich taczenie (Tomczynska i Sliwka, 2011).  Metoda ta jest
uwazana za skuteczny sposob na zwigkszenie trwatej odpornosci na choroby w uprawach
(Liu i in., 2020). Jest to proces dtugotrwaty i pracochtonny, lecz jest on niezbedny do
osiggnigcia szerokiego spektrum i trwalej odpornosci przed wystepujacymi chorobami
(Pietrusinska 1 Czembor, 2015).

Istnieje model tworzenia piramid, ktéry zaktada, ze prawdopodobienstwo
kombinacji wirulencji w populacji patogena zmniejsza si¢ proporcjonalnie do liczby
nieprzetamanych gendéw R, ktore sa uzyte w piramidzie. Jest to wylacznie model
teoretyczny. Nie udowodniono zaleznosci pomigdzy liczba genow w linii, a trwatoscia
odpornosci (Mundt 1991, Pink 2002). Wazne jest, aby rosliny te nie byly uprawiane
réwnoczesnie. Rosliny z pojedynczym genem moga stanowi¢ pewnego rodzaju ulatwienie,
dzieki ktoremu patogen bedzie mogl ewoluowac i zmieniaé kolejne geny AVR uzyskujac

zdolno$¢ do infekcji odmiany zawierajacej spiramidyzowane geny (Pink 2002, Tan 1 in.,
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2010). Przy konwencjonalnej metodzie hodowli bylo mozliwe wprowadzenie wigcej niz
jednego genu R, jednak bez mozliwosci potwierdzenia  jednoczesnej obecnosci
wprowadzanych genéw. Z powodu efektu epistatycznego nie bylo mozliwe rozrdznienie
fenotypowo roslin odpornych posiadajacych jeden lub wiecej genow. Tak wiec hodowcy
tworzyli piramidy dla ktorych specyficzna wirulencja byta juz w populacji patogena. Jej
trwatos$¢ byta uzalezniona od czasu, w ktorym patogen byl w stanie zmutowac oraz czasu w
jakim nowy patotyp ustabilizowat si¢ w populacji (Pink 2002).

Efekt spiramidyzowania genéw mozna 0siggna¢ roznymi sposobami: po pierwsze na
drodze hodowli konwencjonalnej i wykorzystaniu dominujacych i recesywnych genow
odpornosci; po drugie na drodze inzynierii genetycznej (wdrazanie sekwencji genow
pochodzenia ro$linnego lub modyfikacje RNA), po trzecie polacznie hodowli
konwencjonalnej z inZynierig genetyczng (Fuchs, 2017). Najwigkszy naklad pracy w
procesie hodowli ponosi hodowca, ktory musi si¢ skupi¢ na tym, aby plon i jako$¢ odmian
nie byly jedynym kryterium przy rejestracji nowych odmian, musi on skupi¢ swoja uwage
réwniez na tym, aby odpornos¢ roslin byta efektywna, stabilna i trwata.

Trwalo$¢ odpornosci bezposrednio zalezy od biologii patogena. Przy patogenie
glebowym, ktory ma zmniejszone mozliwosci by si¢ rozprzestrzenia¢, piramida z genéw R
dla ktérych spotykane sa kompatybilne izolaty patogena bedzie wskazywaé wigksza
trwato$¢ niz piramidy, ktére sg stworzone dla patogenéw tatwo rozprzestrzeniajacymi si¢
jak np. rdza czy maczniak (Pink 2002, Gebrewahid 2017). Zdarza si¢, ze pomimo
dodatkowego genu w roslinie nie obserwuje si¢ spodziewanego efektu addytywnego
(Sharma i in., 2004).

Mechanizmy odpornosci ilosciowej nie sg do konca poznane, ale mimo to podejmuje
si¢ proby potaczenia QTL-i w celu uzyskania lepszej odpornosci. Richardson i in. (2006)
zastosowali ocen¢ czterech parametréw skuteczno$¢ infekcji, opdznienie infekcji w
stosunku do czasu inokulacji, gestos¢ zarodnikoéw oraz wielkos¢ porazonej tkanki roslinne;.
Rosliny zawierajace pojedyncze QTL odznaczaty si¢ lepsza odpornoscia pod wzgledem
wszystkich parametréw od podatnego rodzica. Zaobserwowano rdznic¢ migdzy sita wptywu
na cechg przez allele odpornosci pochodzace z réznych QTL-i. Piramidyzacja trzech dawata
lepszy efekt z wyjatkiem parametru op6znienia infekcji. Autorzy wysnuli wniosek, ze nie
zawsze wprowadzenie tych samych trzech QTL-i do r6znych linii hodowlanych daje taki
sam stopien odpornosci.

Piramidyzacja odpornosci ilosciowej 1 jako$ciowej daje mozliwo$¢ uzyskania

wysokiej odpornosci, ktora jest uwarunkowana genami gtownymi i jednoczes$nie trwatej na

21



skutek  dziatania licznych  QTL-i. Uzupelniajac si¢ nawzajem zmniejszaja
prawdopodobienstwo wyselekcjonowania izolatéw patogena zdolnych do infekcji.
Zapobiega to powstawaniu rasy zdolnej do przetamania obu zrédet. W sytuacji gdy patogen
ztamie odpornos¢ jakosciowa, odpornos¢ ilosciowa bedzie wcigz dziata¢ i chroni¢ rosling
(Hittalmani i in., 2000).

Tworzenie piramid jest powszechnie wykorzystywanym procesem hodowlanym.
Kumulacja gendw jest efektywnym sposobem wykorzystania genow poprzez ich taczenie w
jednym genotypie. Szczeg6lnie przydatna jest kiedy pojedyncze geny R nie zapewniajg
trwatej odpornosci rosliny na patogena (Pietrusinska i Czembor, 2015). W wyniku ciagtych
zmian wirulencji patogenéw hodowla odpornosciowa sktada si¢ z wielu sukcesow i porazek.
Geny glowne wystepujace pojedynczo czgsto sa przetamywane przez nowe patotypy.
Hodowcy staraja si¢ wprowadza¢ kombinacje dwoch lub wigkszej ilosci genéow w jednej
odmianie. Dobor komponentow do krzyzowania stanowi postawe pracy nad hodowla
odporno$ciowg pszenicy, w celu uzyskania odpowiednich piramid genowych (Kiel, 2019).

Piramidyzacja genow nabrata nowego znaczenia, gdy w 2014 roku w wyniku dziatan

Unii Europejskiej rowniez w Polsce zostala wprowadzona zintegrowana ochrona ro$lin

(Ehler, 2006).

2.8 Geny odpornosci

Technologia markeréw molekularnych jest nowatorskim narzedziem genetycznym
utatwiajacym hodowle wysokowydajnych odmian odpornych na choroby (Landjeva i in.
2007; Varshney i in., 2007). Markery molekularne mogg oznacza¢ obecno$¢ waznych
gendéw odpornosci i umozliwia¢ hodowcom szybkie 1 doktadne identyfikowanie genow
odpornosci. Zapewniaja one roOwniez znaczacg pomoc w zwigkszaniu wydajnosci selekcji
poprzez posredni wybor cennych cech oraz wybdr wspomagany znacznikami (MAS). W ten
sposob MAS oferuje potencjalne narzgdzie do wspierania konwencjonalnych metod hodowli
roslin, aby wybra¢ cechy fenotypowe do badan przesiewowych roslin uprawnych odpornych
na choroby (Todorovska 1 in., 2009). W zwigzku z tym istniejace techniki hodowli roslin
wraz z dostgpnymi markerami molekularnymi (Gupta i in., 2010) i funkcjonalnymi
narzedziami genomicznymi (Gupta i in., 2008), moga pomdc hodowcy w wytworzeniu
doskonatych odmian pszenicy odpornych na choroby powodowane prze grzyby. (Goyal i

Prasad 2010). Rozne rodzaje markerow, takich jak losowe markery DNA, markery genowe
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(Gupta i in., 2010) 1 markery funkcjonalne (Liu i in., 2012) zostaly opracowane w celu
utatwienia identyfikacji gendéw odpowiedzialnych za poszczegdlne cechy i poprawy
potencjatu stosowania MAS w programach hodowli pszenicy (Gupta i in., 2008). Rozwoj
systemow transferu gendw roslin umozliwia nam wprowadzenie obcych gendéw do
genomow roslin dla nowych strategii zwalczania chordb, zapewniajagc w ten sposob

mechanizm poszerzenia zasoboéw genetycznych dostepnych dla hodowcow roslin (Zhu i in.,
2012).

3. Material i metody

3.1.Material

Materiat do badan stanowily genotypy pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.),
form jarych. Do$wiadczenia polowe prowadzone byly w latach 2012 - 2020 na polu
hodowlanym w firmie Hodowla Roslin Smolice Sp. z o.0. Grupa IHAR, lezacym w
wojewodztwie wielkopolskim. Jako Zrédta odpornos$ci wybrano 5 odmian pszenicy jarej
(Henika, Parabola, Santa, Hena, Triso). Obiekty stanowily material ustabilizowany
genotypowo i fenotypowo o bardzo dobrych cechach rolniczych i uzytkowych. Formy te
zostaly wytypowane ze wzglegdu na obecno$¢ gendow odpornosci na maczniaka
prawdziwego, rdz¢ brunatng i rdz¢ z61ta. Niepublikowane badania wykonane przez Instytut
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin (IHAR) Zaktad Roslin Zbozowych w Krakowie wykazaty,

ze odmiany te posiadajg rozne geny odpornosci (tab. 2).

Tabela 2. Komponenty rodzicielskie pszenicy jarej wybrane do krzyzéwan w celu

otrzymania roslin pokolenia F1 do dalszych badan.

Pszenica jara

Genotyp Zrédlo Gen odpornosci
Henika Matopolska Hodowla Roslin Sp. zo. 0. | Lrl, Pm5
Parabola Matopolska Hodowla Roslin Sp. zo. 0. | Yr5, Yr29,Lr46
Santa Matopolska Hodowla Roslin Sp. zo. 0. | Lrl, Pm5

Hena Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0. 0. | Pm3d, Lr1l
Triso Centrala Nasienna Sroda Slaska Lr18, Lr20
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Henika

Odmiana jakosciowa zaliczona do grupy A o dobrej jakosci wypiekowej maki. Posiada
dobrg zdrowotno$¢, zwilaszcza na rdz¢ brunatng. Charakteryzuje si¢ duzg odpornos$¢ na
wyleganie i moze by¢ polecana na przecigtne stanowiska glebowe.

Parabola
Odmiana jako$ciowa z grupy A, ma duzg zawartos¢ biatka, duzy wskaznik SDS i1 duzg ilo$¢
glutenu, a wydajno$¢ maki $rednia. Charakteryzuje si¢ bardzo dobra odpornoscia na
maczniaka, rdz¢ brunatng, septorioze lisci, fuzarioz¢ ktoséw i choroby podstawy zdzbla,
srednig na septorioze plew. Rosliny sg $redniej wysokosci, o przecietnej odpornosci na
wyleganie. Nalezy do odmiany, ktora ma wczesne ktoszenie. Masa 1000 ziaren ma bardzo
duza, gesto$¢ w stanie zsypnym S$rednig, a liczba opadania duza do bardzo duze;.
Charakteryzuje si¢ $rednig tolerancja na zakwaszenie gleby. Uzyskiwana plennos$¢ jest do§¢
dobra.

Santa
Sredniowysoka odmiana o duzej odpornoci na wyleganie, terminie kloszenia $rednim.
Charakteryzuje si¢ do$¢ dobra odporno$cig na rdz¢ brunatng. Ziarno ma bardzo szkliste,
sredniej wielko$ci, przecigtnym wyrdwnaniu i o wysokiej gestosci w stanie zsypnym.
Zaréwno wydajno$¢ maki jak 1 jej warto§¢ wypiekowa jest Srednia. Moze by¢ polecana na
przecietne stanowiska glebowe.

Hena
Odmiana jakosciowa zaliczana do grupy B o do$¢ dobrej warto$ci wypiekowej i bardzo
duzej liczbie opadania. Otrzymana maka jest $redniej jakosci. Posiada dobra zdrowotno$¢
na choroby wywotywane przez grzyby procz rdzy zdzblowej. Odmiana jest sSrednio wysoka,
niewylegajaca o terminie ktoszenia i dojrzewania §rednim. Hena ma do$¢ dobrze wyréwnane
ziarno, o duzej gestosci w stanie zsypnym i przecigtnej masie 1000 ziaren. Plenno$¢ tej
odmiany w skali kraju jak i w poszczegolnych rejonach bardzo dobra, a wymagania glebowe
przecigtne.

Triso
Odmiana jako$ciowa z grupy A o sredniej wydajnosci maki. Charakteryzuje si¢ duza
zawartoS$cig biatka, bardzo duzym wskaznikiem SDS oraz liczby opadania i bardzo duza
ilo$cig glutenu. Nasiona sg do$¢ drobne. Trio to odmiana odporna na choroby powodowane
przez grzyby takie jak: rdza brunatna, septorioza lisci, septorioza plew, fuzarioza klosa i

choroby podstawy zdzbta. Rosliny sg do$¢ niskie, o $redniej odpornosci na wyleganie i
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$rednim terminie ktoszenia i dojrzewania. Plenno$¢ jest staba i srednio toleruje zakwaszenie

gleby.

Odmiany te stanowity podstawe¢ do rozpoczecia programu krzyzowan w 2015 roku
(tab. 3). Wykonano pi¢¢ kombinacji mieszancowych. W pierwszym roku zostaty wykonane
krzyzowanie proste A x B. Zapis A x B oznacza, ze linia o0 nazwie A jest formg mateczna, a
linia o0 nazwie B jest forma ojcowska, czyli zapylaczem. Podana formuta A x B oznacza tez,

ze jest to mieszaniec pojedynczy (ang. single cross - SC)(Tab.2).

Tabela 3. Komponenty rodzicielskie krzyzowane w 2015 roku w celu otrzymania roslin

pokolenia Fy do dalszych badan.

Lp. Roslina mateczna Roslina ojcowska
1 Henika Parabola

2 Santa Hena

3 Hena Parabola

4 Parabola Triso

5 Triso Santa

W nastepnym roku wykonano kombinacje ztozone, majace na celu dopetnienie
brakujacych genéw odpornosci (A x B) x (C x D). Mieszance czteroliniowe (ang. double-

cross - DC), gdzie forme mateczng i ojcowska tworzg pojedyncze mieszance (Tab. 4).

Tabela 4. Kombinacje ztozone wykonane w 2016 roku w celu otrzymania roslin pokolenia
F1 do dalszych badan.

Lp. Roslina mateczna Roslina ojcowska
1 (Henika x Parabola) (Santa x Hena)

2 (Santa x Hena) (Hena x Parabola)
3 (Parabola x Triso) (Santa x Hena)

4 (Triso x Santa) (Henika x Parabola)
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W 2017 roku kazda uzyskana z krzyzowan forma zostala wysiana w polu na
poletkach jednometrowych (F1). W roku tym wykonano pierwsze oceny porazenia przez
choroby powodowane przez grzyby. Porazenie oceniano w 9-stopniowej skali graficznej
wykorzystywanej przez COBORU, gdzie 1 — maksymalne porazenie roslin, natomiast 9 —

brak oznak porazenia. Oceny dokonano w okresie od poczatku kloszenia do stadium petnego

wykloszenia roslin.

Fot: 112 Uzyskane ro$liny z krzyzowan (Henika x Parabola) x (Santa x Hena)
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%, S5t maae (QREY AR
Fot. 3 i 4 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola)
‘h’ £

Fot. 5 6 (Parabola x Triso) x (Santa x Hena)
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Fot. 71 8 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)

Caly material badawczy zostal zebrany i1 wysiany w 2018 roku (F2) w ilosci 800
ziarniakow na poletkach o powierzchni 10 m?2. Pozostala cze$¢ nasion wykorzystano do
zatozenia doswiadczenia ze sztuczng inokulacja na maczniaka w stadium siewki.
Kombinacje wysiano w matych doniczkach po 15 nasion, w 3 powtdrzeniach. Inokulat byt
przygotowany z zarodnikdéw zebranych podczas okresu wegetacyjnego. Zakazano rosliny w
szklarni gdzie utrzymywano wysoki poziom wilgotno$ci powietrza. Ocena odbywata si¢ w
skali 5 stopniowej ( Skala wg. Mainsa i Daetza (1930) dla magczniaka prawdziwego, w ktorej:
0 = brak widocznych objawow porazenia; 1 = niewielkie nekrozy; 2 = powickszajace si¢
nekrozy wraz ze skapym zarodnikowaniem; 3 = chlorozy, grzybnia rozwini¢ta, lecz stabo
zarodnikujaca; 4 = dobrze rozwinigta grzybnia i zarodnikujaca grzybnia. Odmiany — linie 0
reakcji 0 — 2, tworzyly grupe roslin odpornych, natomiast o reakcji 3 — 4 grupe roslin
podatnych).

Z kazdej kombinacji wytypowano 30 ktosoéw, ktore zostaty wymtocone oddzielnie.
W pokoleniu F3 wysiano kazdy ktos osobno na rzadkach jednometrowych i zebrano po
jednym ktosie z kazdego rzadka. W ten sposob zostaly wyselekcjonowane linie z
uzyskanych mieszancow.

W 2020 roku (Fs) wymitocono klosy i wysiano ponownie na poletkach
jednometrowych, na ktorych wykonano ocene porazenia przez choroby (skala 9-stopniowa).
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Czg$¢ nasion z zebranych rzadkow zostata wystana do Uniwersytetu Przyrodniczym we

Wroctawiu, w celu dalszej analizy.

3.2.Metodyka

Analiza statystyczna wynikow wykonana zostata w pakiecie R. Hipoteze o wplywie
krzyzowki na analizowane cechy sprawdzono za pomocg analizy wariancji wykorzystujac

do tego model liniowy o ogdlnym wzorze:

y=ptaitey=p+oit+e

gdzie:

pp - srednia ogolna cechy
aioi - i-ta kombinacja krzyzowania
€€ - blad

Do weryfikacji zalozen testu ANOVA zastosowano test Levenesa - sprawdzenie
homogeniczno$ci wariancji w badanych grupach (uktadach krzyzowan). Test ten wykazuje
istotno$¢ roznic ze wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania. Metoda ta testuje hipotezg zerowa
wskazujaca na rowno$¢ wariancji. Zatem jezeli warto$ci istotno$ci testu Levene’a uzyskuj
jest mniejsza nizp < 0,05 to oznacza, wtedy uznajemy wariancje za niejednorodne
(heterogeniczne), tj. wystepuja roéznice migdzy wariancjami w porownywanych grupach.
Natomiast w przypadku nieistotnego statystycznie wyniku (p > 0,05), przyjmujemy
zalozenie o homogenicznosci wariancji. W przypadku niespelnieni zatozen do
przeprowadzenia analizy ANOVA do analizy wariancji 1 pordwnania Srednich wykorzystane
zostaly testy nieparametryczne. Dla tych cech wykonano analiz¢ wariancji wykorzystujac
test Kruskala-Wallisa. Test ten to nieparametryczny odpowiednik jednoczynnikowej analizy
wariancji. Wykrywa roznice w potozeniu rozktadu. Ten test zaktada brak uporzadkowania a

priori k populacji, z ktorych pobrano proby.

Zatozenie dotyczace normalno$ci rozktadu btedow modelu sprawdzono wykonujac

histogram oraz wykres qgPlot.

3.2.1 Genotypowanie markerami PCR

DNA wyizolowano z mtodych siewek z wykorzystaniem kitu DNeasy Plant Pro Kit

(Qiagen, Niemcy) zgodnie z instrukcja producenta. Po izolacji ilo$¢ 1 jakos¢ DNA
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sprawdzano elektroforetycznie i spektrofotometrycznie. Do dalszych analiz przygotowano

roztwory DNA o stgzeniu 30 ng/ul.

PCR wykonywano na termocyklerze Biometra. W reakcji amplifikacji wykorzystano
8 starterow ISSR z listy UBC#9 (University of British Columbia), tabela x. PCR
przeprowadzono w objetosci 15 ul, a mieszanina reakcyjna zawierata: 7,5 ul 2xPCR Master
Mix Plus (AA Biotechnology, Polska), 0,53 uM startera, 0,8 uM dNPT oraz 36 ng
matrycowego DNA. Ustalono nastgpujacy profil termiczny: wstepna denaturacja: 94°C
przez 5 min, 40 cykli denaturacja: 94°C 30 sek., przylaczanie starterow: optymalna
temperatura dla danego startera (tabela x) 30 sek., amplifikacja: 72°C 45 sek., koncowa
amplifikacja: 72°C przez 7 min. Optymalng temperatur¢ dla kazdego startera ustalono we
wczesniejszych badaniach prowadzony w Katedrze Genetyki, Hodowli Roslin 1
Nasiennictwa. Produkty amplifikacji rozdzielano z wykorzystaniem urzadzenia Qiaxcel
(Qiagen, Niemcy). Do rozdzialu uzywano zestawu Screening Kit (Qiagen, Niemcy) czas
poboru probki 10 s, czas rozdziatu 420 s, alligment 15bp — 3kbp, marker wielkosci 100bp —
2,5 kbp. Do analizy danych po rozdziale na urzadzeniu Qiaxcel wykorzystano

oprogramowanie QIlAxcel ScreenGel (Qiagen, Niemcy).

Wyizolowane DNA uzyto rowniez do amplifikacji z wybranymi na podstawie literatury

starterami dla opisanych markerow sprzgzonych z odpornoscig na na grzyby patogeniczne.

Tabela 5. Sekwancje starterow uzytych w pracy.

Naz | Nazwa | Sekwencja F Sekwencja R

wa | startera

genu

Lrl | pTAG6 | GGGTCA CGT ACT ACT ATA | CCT TGC CAG CCC AAA AGA
21 TA AG

Lr46 | Xwem4 | GGT CTT CTG GGC TTT GAT | GTT GCT AGG GAC CCG TAG
4 CCTG TGG

Pm3 |Pm3d | TGACTATTC GTG GGT GCA | GAC TGC GGC ACAGTT CAG

d C

Pm5 | Xgwm5 | ATGGCATAATTTGGTGAAA | TGTTTCAAGCCCAACTTCTAT

77 TTG T
Lr18 | wmc35 | GTCCGCCGCACACATCTTA | GTTTGATCCTGCGACTCCCTT
CTA G
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Lr20 | STS638 | ACAGCGATGAAGCAATGAA | GTCCAGTTGGTTGATGGAAT

A
Yr5 | STSY | GTACAATTCACCTAGAGT GCAAGTTTTCTCCCTATT
RS
Xwmcl | GATAAAATCATTATTGGGT | TTCAAATAATCTTTCATCAGT
75 GTCCTTT CAAATG
S23M4 | TCAACGGAACCT-CCA- AGGTAG-GTGTTCCAGCTTGC

1-275 ATTTC
Yr29 | Ywmc | GGT CTT CTG GGC TTT GAT | GTT GCT AGG GAC CCG TAG

44 CCTG TGG
Ywmc | ggTcTTcTgggcTTTgATccTg TgTTgcTAgggAcccgTAgTgyg
44

Rekacje PCR przeprowadzono w objetosci 15 ul, a mieszanina reakcyjna zawierata
7,5 ul 2xPCR Master Mix Plus (AA Biotechnology, Polska), 0.28 uM kazdego z starteréw,
0,8 uM dNPT oraz 24 ng matrycowego DNA. Profil termiczny: wstgpna denaturacja: 94°C
przez 5 min, 40 cykli denaturacja: 94°C 30 sek., przytaczanie starterow: optymalna
temperatura dla danego startera (tabela y) 30 sek., amplifikacja: 72°C 45 sec, koncowa
amplifikacja: 72°C przez 7 min. Rozdziat produktéw amplifikacji przeprowadzono

analogicznie jak rozdziat produktéw amplifikacji ISSR-PCR.
3.2.2 Analiza statystyczna wynikéw genotypowania

Do analizy statystycznej wynikéw genotypowania wykorzystany zostal program R
(R Development Core Team (2008). R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0,
URL http://www.R-project.org.). W obliczeniach wykorzystano pakiety: adegenet (Jombart,
T. (2008) adegenet: a R package for the multivariate analysis of genetic markers.
Bioinformatics 24: 1403-1405. phangorn (Schliep K.P. 2011. phangorn: phylogenetic
analysis in R. Bioinformatics, 27(4) 592-593) oraz ape (Paradis E., Claude J. & Strimmer K.
2004. APE: analyses of phylogenetics and evolution in R language. Bioinformatics 20: 289-
290.). Macierz binarng utworzong w programie Qiaxcel ScreeningGel (Qiagen) wczytano
do programu R, a nastgpnie dokonano jej konwersji do obiektu typu genind (S4 formal
class). Dla tak przygotowanych wynikéw obliczono dystans genetyczny pomig¢dzy
badanymi obiektami. Obliczen dokonano wedtug wzoru Nei (1979) [s =2a/ (2a + b + ¢)].
Do zobrazowania dystansu genetycznego pomigdzy badanymi obiektami wykorzystano
metode konstrukcji drzewa oparta o odleglos¢ — metode S$rednich potaczen UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Do zobrazowania dystansu w
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postaci ,,mapy cieplnej (ang. heat map) wykorzystano funkcje¢ heatmap.2 z pakietu gplots
(https://cran.r-project.org/web/packages/gplots/).

Metode skalowania wielowymiarowego (MDS) macierzy dystansu genetycznego
wykorzystano do stworzenia wykresu 2d. Polega ona na przeksztalceniu pomiaru
podobienstwa obiektow w skalach porzadkowych na pomiar odlegto$ci migdzy obiektami w
skalach przedzialowych. Celem dokonywanej transformacji jest wychwycenie tzw. cech

ukrytych obiektow.

Do okreslenia optymalnej liczby subpopulacji (klastrow) w obrebie badanej
populacji wykorzystano algorytm k-means, ktory znajduje zadang liczbe grup (k),

maksymalizujac wariancj¢ migdzy grupami B(X).

Przed analiza jednoczynnikowej wariancji sprawdzono zalozenia o rownosci
wariancji w poszczegolnych grupach za pomoca testu Levene'a. W przypadku niespetnienia
zatozen do przeprowadzenia analizy ANOVA do analizy wariancji i poréwnania $rednich
wykorzystane zostaly testy nieparametryczne. Dla tych cech wykonano analize wariancji
wykorzystujac test Kruskala-Wallisa

Test Levene'a jednorodnosci wariancji — test statystyczny stosowany do weryfikaciji,
czy wariancja w badanych probach jest rowna. Ré6wnos$¢ wariancji w poszczegdlnych
probach jest nazywana jednorodno$cia wariancji. Niektore statystyczne procedury, np.
analiza wariancji, zakladaja jednorodno$¢ wariancji pomigdzy badanymi probami. Test
Levene'a stluzy sprawdzeniu, czy faktycznie zatozenia konieczne do przeprowadzenia
analizy wariancji sg spelnione. Test Levene'a jest rownowazny jednoczynnikowe]
migdzygrupowej analizie wariancji (ANOVA), gdzie zmienna zalezng jest warto$¢
bezwzgledna réznicy migdzy wynikiem a $rednig grupy, do ktdrej nalezy wynik. Statystyka
testowa W jest rownowazna statystyce F, ktora zostalaby wygenerowana przez taka
ANOVA, 1 jest zdefiniowana w nastepujacy sposob:

(N—k) XF, Ni(z. —2.)?

ii=1

W= e -
(k—1) ZE_I E,:] (Zij — Zi. )

gdzie:
k - liczba roznych grup
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Ni - liczba przypadkoéw w grupie

N - catkowita liczba przypadkow

Yij - mierzona warto$¢ dla j-tego przypadku w i-tej grupie

Zij - warto$¢ bezwzgledna rdznica wartosci Yij a wartoscig Srednig i-tej grupy

Statystyka W w przyblizeniu posiada dystrybucje rozktadu F w k-1 i N-k stopniami swobody
(Brown i Forsythe 1974).

Test Kruskala-Wallisa — rangowy test statystyczny porownujac rozktady zmiennej w
k>2 populacjach. Test nie zakltada normalno$ci rozkladéw. Niekiedy uwazany jest za
nieparametryczng alternatywe dla jednoczynnikowej analizy wariancji pomigdzy grupami.
Hipoteza zerowa jest rowno$¢ dystrybuant rozkltadow w poréwnywanych populacjach.
Danymi wejsciowymi jest N -elementowa proba statystyczna podzielona na
k roztagcznych grup o liczno$ciach nl, n2, ..., nk . Zaktada sig¢, ze kazda grupa jest losowana
z innej populacji. Wykonywane jest rangowanie calej proby (polaczone wszystkie
grupy). Statystyka testowa Kruskala-Wallisa dana jest wzorem:

12 *‘ —  mn+1)\°
T = = ni | B = ,
n(n -+ 1) Z ( 2 )

i=1

Statystyka ta jest miarg odstepstwa S$rednich probkowych rang od wartosci Sredniej

wszystkich rang, rownej (n+1)/2

Aby wyznaczy¢ optymalng liczbe klastrow (grup) algorytm ‘k-means’ uchroniony zostat
przy roznych (wzrastajacych) wartosciach k, a otrzymane wyniki zostaty pordwnane ze sobg
przy uzyciu algorytmu BIC (ang. Bayesian Information Criterion). Wykres BIC w zaleznosci
od liczby grup (klastrow) przy minimalnej warto$¢ BIC (lub lokalne minimum) wskazuje na

optymalng liczbe klastréw w badanym materiale.

W celu poréwnania modeli z r6znym podzialem obiektéw na klastry wykonano analize¢

molekularnej wariancji ANOVA. Obliczenia wykonano w pakiecie poppr.
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4. Wyniki - Analiza statystyczna

4.1.1 Wysokos¢ roslin

120~ L]

o
=]

Wysokosé Roslin

a0- L

i 2 4
Kombinacja krzyZzowania
Rycina 1. Analiza wysokosci roslin w poszczegdlnych kombinacjach krzyzowkowych,
gdzie: 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 —

(Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola).

Na rycinie pierwszej przedstawiono wyniki pomiarow wysoko$ci roslin dla linii
wybranych z poszczegdlnych kombinacji krzyzéwkowych w postaci wykresu blokowego.
Wykazano, ze analizowane rosliny z czterech kombinacji krzyzowan byty zréznicowane pod
wzgledem wysokosci rosliny. Najwyzsza §rednig wysokoS$cia charakteryzowaty si¢ ro$liny
z kombinacji czwartej — (Triso x Santa) x (Henika x Parabola), gdzie rosliny osiggaty
wysokos$¢ od 90 cm do 120 cm ($rednio 103,6 cm), a najnizszg z kombinacji drugiej - (Santa
x Hena) x (Hena x Parabola), gdzie rosliny miaty od 80 cm do 100 cm wysokosci (Srednio
93,1 cm). Pozostale dwie kombinacje osiggaly nastgpujaco 1 kombinacja (Henika X
Parabola) x (Santa x Hena), —od 65 cm do 110 cm ($rednio 98,8 cm), 3 kombinacja (Parabola

X Triso) x (Santa x Hena )- od 80 cm do 105 ¢cm ($rednio 95,6 cm).
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Tabela 6. Wyniki analizy wariancji ANOVA, istotno$¢ roéznic wysokosci roslin ze
wzgledu na kombinacje krzyzowania

Zrodto Liczba Suma Sredni Femp. Poziom

zmiennosci | stopni kwadratow kwadrat istotnos$ci
swobody

Genotyp 3 1570,2 523,39 10,882 115e-06 ***

Btad 98 4713,4 48,10

W tabeli 6 przedstawiono wyniki z analizy wariacji dla wysokosci ro$lin, w ktorej

weryfikowano hipoteze¢ o rowno$ci wysokosci roslin dla wszystkich uzyskanych kombinacji

krzyzowkowych. Na podstawie uzyskanych wynikow analizy ANOVA wykazano, iz

kombinacja krzyzowania ma istotny wptyw na wysokos¢ roslin.

Sprawdzenie zalozen

Wykres qqPlot dla btedéw modelu liniowego - Wysokos¢ roslin

2.5-

0.0

-2.5-

Standaryzowane wartosci btedu

-5.0-

Rycina 2. Wykres qqPlot dla bledow modelu liniowego — wysokos¢ roslin.

................

0

........

Kwantyle teoretyczne
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Histogram rozkladu wartosci bledu dla modelu liniowego - Wysokosé¢ roslin

20 25 30 35

Frekwencja
15

-10

Blad

10 20

Rycina 3. Histogram rozktadu warto$ci btedu dla modelu liniowego dla wysokosci roslin.

Tabela 7. Wyniki analizy Leven, istotno$¢ roznic wysokosci roslin ze wzgledu na

kombinacje krzyzowania

Zrodto Liczba Wartosé Poziom

zmiennos$ci stopni statystyki F | istotnos$ci
swobody

Genotyp 3 1,0404 0,3782

Blad 98

Na podstawie uzyskanych wynikéw (histogram, qqPlot, test Levenesa) mozna stwierdzic,

1z zalozenia testu ANOV A zostaty spetnione.

Tabela 8. Porownanie $rednich wysokosci roslin dla uzyskanych mieszancow (kombinacji

krzyzéwkowych)

Nazwa mieszanca

Srednia wysokos¢

Grupa z testu post-hoc

(Triso x Santa) 103,6 a
X (Henika x Parabola)

(Henika x Parabola) 98,8 ab
X (Santa x Hena)

(Parabola x Triso) 95,6 bc
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X (Santa x Hena)

(Santa x Hena) 93,1 c

X (Hena x Parabola)

Groups and Range

o
ﬂ-_
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- ab
bc o]
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o _|
o 0]
o _|
(o]
[ [ [ |
4 1 3 2

Ryc. 4. Wykres dla poréwnania srednich wysokos$ci roslin dla uzyskanych mieszancoéw

(kombinacji krzyzéwkowych)

Poréwnujac $rednie wysokosci roslin u analizowanych mieszancow (tab.8, ryc. 4) mozna
stwierdzi¢, iz wystepuja statystyczne réznice migdzy kombinacjami pierwsza - (Henika X
Parabola) x (Santa x Hena) i czwartg - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola), a druga - (Santa

X Hena) x (Hena x Parabola).

4.1.2. Maczniak prawdziwy (Pm)

Porazenie roslin przez maczniaka prawdziwego oceniano w skali 9-cio stopniowej,
gdzie 1 oznacza calkowite porazenie roslin przez patogena, natomiast 9 brak objawow
porazenia. Porazenie ro$lin przez tego patogena wahato sie od 3 do 9. W kombinacjaach

krzyzowkowych 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 (Santa x Hena) x (Hena X
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Parabola) i 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola) wigkszo¢ roslin zostata oceniona na 7 i
8 chociaz wystepowaty pojedyncze ro$lin charakteryzujace si¢ brakiem objawow porazenia,
ktore zostaty ocenione na 9. W przypadku roslin z kombinacji 3 (Parabola x Triso) x (Santa
x Hena) wigkszo¢ ocen wachata si¢ od 6 do 8, cho¢ zdarzaty si¢ rosliny bardziej porazone

ocenione na 4 oraz rosliny w petni odporne na maczniaka ocenine na 9 (ryc.5).

Porazenie - Pm
[e)]

i 2 3 4
Kombinacja krzyzowania
Rycina 5. Analiza porazenia ro$lin przez macznika prawdziwego w poszczegdlnych
kombinacjach krzyzowkowych, gdzie: 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x
Hena) x (Hena x Parabola), 3 — (Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x

(Henika x Parabola).

W przypadku analizy $rednich warto$ci stopnia porazenia przez maczniaka prawdziwego
roslin pochodzacych z czterech kombinacji krzyzowan nie stwierdzono ich istotnego
zroznicowania. .

Tabela 9. Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ roznic porazeniem maczniakiem
prawdziwym ze wzgledu na kombinacje krzyzowania

Zrodto Liczba Suma Sredni F Poziom

zmiennosci | stopni kwadratow kwadrat istotnos$ci
swobody

Genotyp 3 4,805 1,6016 1,1866 0,3188
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Blad 99 133,622 1,3497

Na podstawie uzyskanych wynikéw analizy ANOVA mozna stwierdzi¢, iz kombinacja

krzyzowania nie ma wptywu na wyniki porazenia mgczniakiem prawdziwym (Pm).

Wykres qqPlot dla bteddéw modelu liniowego - stopierl porazenia Pm
2,

-y

o
H
i
i

Standaryzowane wartosci btedu
o iR

-2 -1 0 i 2
Kwantyle teoretyczne

Rycina 6. Wykres qqPlot dla btedu modelu liniowego dla porazenia przez macznika

prawdziwego.
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Histogram rozktadu wartosci bledu dla modelu liniowego - stopien porazenia Pm

(=2
[Te]

40

30

Frekwencja

20

-4 3 2 1 0 i 2 3
Blad

Rycina. 7. Histogram rozktadu warto$ci btedu dla modelu liniowego dla porazenia przez

maczniaka prawdziwego.

Tabela 10. Wyniki analizy Leven, istotno$¢ roznic porazeniem mgczniakiem
prawdziwym ze wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania.

Zrodto Liczba Statystyka F | Poziom

zmiennosci | stopni istotnosci
swobody

Genotyp 3 1,3644 0,2581

Blad 99

Na podstawie uzyskanych wynikoéw przedstawionych w postaci histogramu (ryc. 7), qgPlot
(ryc. 6), testu Levenesa (tab. 10) mozna stwierdzi¢, iz zatozenia analizy ANOVA zostaty

spetnione.
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4.1.3. Brunatna plamistos¢ lisci zboz (DTR)

co

Porazenie - DTR

~

2

Kombinacja krzyzowania

Ryc. 8. Analiza porazenia przez brunatng plamistos¢ lisci zbdéz w kombinacjach

krzyzéwkowych, gdzie: 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena
x Parabola), 3 — (Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika X

Parabola).

Porazenie roslin przez brunatng plamisto$¢ liSci zboz oceniano w skali 9-cio

stopniowej, gdzie 1 oznacza catkowite porazenie roslin przez patogena, natomiast 9 brak

objawdéw porazenia. Porazenie roslin przez tego patogena wahato sie od 7 do 9. W

kombinacjach krzyzéwkowych 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), i 4 (Triso x Santa)

X (Henika x Parabola) wigkszo¢ roslin zostata oceniona na 8 i 9. W przypadku roslin z

kombinacji 2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola) i 3 (Parabola x Triso) x (Santa x Hena)

wiekszo¢ roslin zostata oceniona na 9.

Tabela 11. Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ rdznic porazenia przez brunatng

plamistos¢ lisci zbdz ze wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania.

Zrodto

zmiennosci

Liczba
stopni
swobody

Suma

kwadratow

Sredni

kwadrat

Statystyka F

Poziom

istotnosci
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Genotyp 3 5,924 1,97476 3,047 0,1049*

Blad 99 49,532 0,50032

Wykres qqPlot dla btedéw modelu liniowego - stopien porazenia DTR

---------

Standaryzowane wartosci btedu

-2 -1 0 1 2
Kwantyle teoretyczne

Rycina 9. Wykres qqPlot dla bledéw modelu liniowego dla porazenia przez brunatng

plamistos¢ lisci zboz.
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Histogram rozktadu wartosci bledu dla modelu liniowego - stopien porazenia DTR
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Rycina 10. Histogram rozktadu wartosci btgdu dla modelu liniowego dla porazenia przez

brunatng plamistos¢ lisci zb6z.

Tabela 12. Wyniki analizy Leven, istotno$¢ roznic porazenia przez brunatng plamistos$¢
lisci zb6z ze wzgledu na kombinacje krzyzowania

Zrodto Liczba Statystyka F | Poziom

zmiennosci | stopni istotnosci
swobody

Genotyp 3 3,4518 0,01945*

Blad 99

Na podstawie uzyskanych wynikoéw przedstawionych na histogramie (ryc. 10), wykresie
qgPlot (ryc.9) i wynikéw testu Levenesa (tab. 12) mozna stwierdzi¢, iz zalozenia testu
ANOVA nie zostaty spetnione. W zwiazku z tym do analizy wariancji i poréwnania $rednich
wykorzystane zostaty testy nieparametryczne. Wykonano analiz¢ wariancji wykorzystujac

test Kruskala-Wallisa, a wynik przestawiono w tabeli 13.
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Tabela 13. Wyniki analizy Kruskala-Wallisa, istotno$¢ roznic porazenia przez brunatng

plamisto$¢ lisci zboz ze wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania

Zrodio Liczba Statystykay? | Poziom

zmienno$ci | stopni istotnosci
swobody

Genotyp 3 13,954 0,002968

Tabela 14. Wyniki analizy — test Wilcoxona i poréwnanie $rednich - test Wilcoxona

1 2 3
2 0.0028 - -
3 0.0550 0.2112 -
4 0.2635 0.0323 0.2635

Na podstawie przedstawionych w tabeli 13 wynikéw mozna stwierdzié, iz kombinacja

krzyzowania miata wpltyw na stopien porazenia przez brunatng plamistosc lisci zb6z (DTR).

Istotne statystycznie réznice wystepowaly pomigdzy kombinacja drugg - (Santa X Hena) x

(Hena x Parabola), a kombinacjg czwartg - (Triso X Santa) x (Henika x Parabola), co obrazuje

tabela 14.

4.1.4. Rdza brunatna (Lr)

9.0-

8.5

8.0-

Porazenie - Lr

7.5-

7.0

2

Kombinacja krzyzowania
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Ryc. 11. Analiza porazenia przez rdz¢ brunatng w kombinacjach krzyzowkowych, gdzie: 1
(Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 — (Parabola

X Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola).

Porazenie ros$lin przez rdz¢ brunatng oceniano w skali 9-cio stopniowej, gdzie 1
oznacza catkowite porazenie roslin przez patogena, natomiast 9 brak objawdw porazenia.
Porazenie roslin przez tego patogena wahato sie od 7 do 9. W kombinacjach krzyzéwkowych
1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 —
(Parabola x Triso) x (Santa x Hena) i 4 - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola) wigkszo¢

roslin zostata oceniona na 9, chociaz wystepowaty pojedyncze roslin o porazeniu w skali 7

Analizowane ro$liny z czterech kombinacji krzyzowan nie byly zroéznicowane pod

wzgledem stopnia porazenia przez rdz¢ brunatng (ryc. 11).

Tabela 15. Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ roznic porazeniem na rdz¢ brunatng ze
wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania

Zrédto Liczba Suma Sredni Statystyka F | Poziom

zmiennosci | stopni kwadratow kwadrat istotnosci
swobody

Genotyp 3 0,2726 0,90874 1,9389 0,1282

Btad 98 4,6400 0,046869

Na podstawie uzyskanych wynikéw analizy ANOVA (tab.15) mozna stwierdzié, iz

kombinacja krzyzowania nie ma wptyw na wyniki porazenia (Lr).
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Wykres qqPlot dla btedéw modelu liniowego - stopien porazenia Lr
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Rycina 12. Wykres qqPlot dla btgdéw modelu liniowego dla porazenia przez rdz¢ brunatna.

3, Histogram rozktadu wartosci bledu dla modelu liniowego - stopien porazenia Lr
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Rycina 13. Histogram rozktadu wartosci btedow dla modelu liniowego dla porazenia przez

rdze brunatng.
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Tabela 16. Wyniki analizy Leven, istotno$¢ réznic porazeniem na rdz¢ brunatng ze
wzgledu na kombinacje krzyzowania

Zrodto Liczba Statystyka F | Poziom

zmienno$ci | stopni istotnosci
swobody

Genotyp 3 1,9389 0,1282

Blad 98

Na podstawie uzyskanych wynikow przedstawionych na histogramie (ryc. 13), wykresie
qgPlot (ryc.12) oraz wynikow testu Levenesa (tab.16) mozna stwierdzi¢, iz zatozenia testu
ANOVA zostaly spetnione.

4.1.5. Rdza zo6tta (Yr)

Porazenie - Yr
~

i 2 3 4
Kombinacja krzyzowania
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Ryc. 14. Analiza porazenia przez rdz¢ z6tta w kombinacjach krzyzowkowych, gdzie: 1
(Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 — (Parabola

X Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola).

Porazenie roslin przez rdzg z6ita oceniano w skali 9-cio stopniowej, gdzie 1 oznacza
catkowite porazenie roslin przez patogena, natomiast 9 brak objawdw porazenia. Porazenie
ro$lin przez tego patogena wahato sie od 5 do 9. W kombinacjach krzyzéwkowych 1 (Henika
x Parabola) x (Santa x Hena), 2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 — (Parabola x Triso)
X (Santa x Hena) i 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola) wigkszo¢ roslin zostala oceniona
na 9, chociaz w ombinacji numer 1(Henika x Parabola) x (Santa x Hena) wystepowaty
pojedyncze roslin charakteryzujace si¢ porazeniem, ktore zostato ocenione na 5. W
przypadku roslin z kombinacji 2 (Santa X Hena) x (Hena x Parabola) zdarzaty si¢ rosliny
bardziej porazone i ocenione na 7.

Analizowane ro§liny z czterech kombinacji krzyzowan nie byly zroéznicowane pod
wzgledem stopnia porazenia przez rdze zo6tta (ryc.14).

Tabela 17. Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ réznic porazeniem na rdzg zo6lta ze
wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania

Zrédto Liczba Suma Sredni Statystyka F | Poziom

zmienno$ci | stopni kwadratow kwadrat istotnos$ci
swobody

Genotyp 3 3,009 01,00300 2,6703 0,01566

Btad 98 37,185 0,37561

Na podstawie uzyskanych wynikoéw analizy ANOVA mozna stwierdzi¢, iz kombinacja

krzyzowania nie ma wptyw na wyniki porazenia (YT).
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Wykres qqPlot dla btedéw modelu liniowego - stopien porazenia Yr

.....................
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Rycina 15. Wykres qqPlot dla bledow modelu liniowego dla porazenia przez rdzg zotta.

Histogram rozktadu wartosci bledu dla modelu liniowego - stopien porazenia Yr
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Rycina 16. Histogram rozktadu wartosci btgdow dla modelu liniowego dla porazenia przez

rdze z6Mtg.
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Tabela 18. Wyniki analizy Levene , istotno$¢ roznic porazeniem na rdz¢ z6tta ze wzgledu
na kombinacje krzyzowania

Zrodto Liczba Statystyka F | Poziom

zmienno$ci | stopni istotnosci
swobody

Genotyp 3 2,6703 0,05166

Blad 98

Na podstawie uzyskanych wynikow przedstawionych na histogramie (ryc.16), wykresie
qgPlot (rycl5) oraz testu Levenesa (tab.18) mozna stwierdzié, iz zalozenia testu ANOVA

zostaly spetione.

4.1.6. Septorioza lisci (Stb)

Porazenie - Septorioza
[e2]

~

1 2 3 4
Kombinacja krzyzowania

Rycina 17. Analiza porazenia przez septoriozg lisci w kombinacjach krzyzowkowych, gdzie:
1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 —

(Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola).
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Porazenie roslin przez septozioze lici oceniano w skali 9-cio stopniowej, gdzie 1
oznacza catkowite porazenie roslin przez patogena, natomiast 9 brak objawdéw porazenia.
Porazenie roslin przez tego patogena wahato sie od 2 do 9. W kombinacjach krzyzéwkowych
1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 — (Parabola
X Triso) x (Santa x Hena) i 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola) wickszo¢ roslin zostata
oceniona na 9, chociaz w kombinacji numer 2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola),
wystepowaty pojedyncze roslin charakteryzujace si¢ porazeniem, ktore zostalo ocenione na
4. W przypadku ro$lin z kombinacji 3 — (Parabola x Triso) x (Santa x Hena) zdarzaty si¢
ro$liny bardziej porazone i ocenione na 2.

Analizowane ro$liny z czterech kombinacji krzyzowan byly zréznicowane pod wzglgdem
stopnia porazenia przez septorioze lisci (ryc.17).

Tabela 19. Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ rdznic porazeniem na septorioza lisci ze
wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania

Zrédto Liczba Suma Sredni Statystyka F | Poziom

zmienno$ci | stopni kwadratow kwadrat istotnos$ci
swobody

Genotyp 3 9,929 3,3095 2,7736 0,04541*

Btad 98 118,130 1,1932
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Wykres qqPlot dla btedéw modelu liniowego - stopien porazenia Septorioza

eteresnnnsannsseranere

Standaryzowane wartosci btedu
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Rycina 18. Wykres qqPlot dla bledow modelu liniowego dla porazenia przez septoriozg

lisci.

Histogram rozkladu wartosci bltedu dla modelu liniowego - stopien porazenia Septorioza
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Rycina 19. Histogram rozktadu wartosci btgdow dla modelu liniowego dla porazenia przez

septorioze lisci.
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Tabela 20. Wyniki analizy Levene, istotno$¢ roznic porazeniem septoriozg lisci ze

wzgledu na kombinacje krzyzowania

Zrodto Liczba Statystyka F | Poziom

zmienno$ci | stopni istotnosci
swobody

Genotyp 3 2,7736 0,04541*

Blad 98

Na podstawie uzyskanych wynikow przedstawionych na histogramie (ryc. 19), wykresie
ggPlot (ryc.18) oraz tetu Levenesa (tab. 20) mozna stwierdzié, iz zatozenia testu ANOVA
nie zostaly spelione. W zwigzku z tym do analizy wariancji i poréwnania $rednich
wykorzystane zostaly testy nieparametryczne. Analize wariancji wykonano stosujgc test
Kruskala-Wallisa (tab. 21), natomiast do poréwnanie S$rednich wartoSci porazenia
poszczegbdlnych kombinacji krzyzoéwkowych przez septorioze 1i$¢ wykorzystano test

Wilcoxona (tab. 22).

Tabela 21. Wyniki analizy Kruskala-Wallisa, istotno$¢ réznic porazeniem na septoriozg

lisci ze wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania

Zrédto zmienno$ci Liczba Statystykay, | Poziom istotno$ci
stopni 2
swobody

Genotyp 3 11,025 0,01159

Tabela 22 . Wyniki analizy — test Wilcoxona i poré6wnanie $rednich

1 2 3
2 0.0035 - -
3 0.057 0.532 -
4 - 0.035 0.057
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Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, iz kombinacja krzyzowania miata
wplyw na stopien porazenia roslin przez septorioze lisci (DTR). Wyniki testu Wiloxona (tab.
18) wskazuja, ze istotne statystycznie roznice wystepowaly pomigdzy kombinacjg drugg -
(Santa x Hena) x (Hena x Parabola), a kombinacjg czwartg - (Triso X Santa) x (Henika x

Parabola).

4.2. Korelacja markeréw PCR z cechami odpornosci na choroby powodowane przez

patogeny grzybowe

Dla uzyskanych wynikéw genotypowania wybranych linii pszenicy jarej obliczono
wspotczynniki korelacji pomigdzy wynikami genotypowania (obecno$¢ lub brak produktu
amplifikacji- 1/0), a warto$cia cechy, czyli stopniem porazenia roslin przez choroby. Do
genotypowania wybrano markery molekularne na podstawie danych literaturowych, ktore
s sprzezone z genami odporno$cig na choroby powodowane przez grzyby. Wspodtczynniki
korelacji obliczono wykorzystano algorytm Spearmana, a nast¢gpnie wykonano test

istotnosci statystycznej dla kazdego obliczonego wspotczynnika korelacji.

Tabela 23. Zestawienie wynikow korelacji miedzy badanymi markerami, a odpornoscia
roslin na wybrane choroby grzybowe

Cecha Marker Wspotczynnik | Poziom
korelacji istotnosci
markera z
odpornoscia
(marker cecha)
Maczniak WMC_35_205 0,06 0,7
prawdziwy
(Pm) WMC_35_320 0,05 0,76
XWC.m44 226 0,1 0,51
XWC_m44 256 0,1 0,51
STS_638_616 0,04 0,79
STS_ 638 289 0,1 0,53
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S23_M41 257 276 | 0,06 0,7
STS_YR5. 469 |01 0,53
STS_YR5 460 | 0,1 0,53
YWMC_44 231 | 0,01 0,95
YWMC_44 259 | 023 0,13
S23M 41 278 | 0,06 0,7
Pm_3d_240 0,19 0,23
Pm_3d_291 0,04 0,79
Pm_3d_350 0,18 0,25
Pm_3d_407 0,14 0,37
Pm_3d_480 0,07 0,64
Elgﬁst:ozé WMC_35 205 | 032 0,04
?é?rié;j % lwmc 3530 | 005 0,76
XWC.ma4 226 | 018 0,25
XWC_m4d4 256 | 0,05 0,75
STS_638_616 0,11 0,49
STS_638_289 0,06 0,71
S23_M41_257 276 | 0,08 0,6
STS_YR5.469 | 021 0,17
STS_YR5. 460 | 025 0,1
YWMC_44 231 | 0,01 0,94
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YWMC 44 259 | 0,11 0,46
S23M_41_278 0,12 0,45
"Pm_3d_240 0,25 0,1
Pm_3d_2901 0,11 0,49
Pm_3d_350 0,19 0,22
Pm_3d_407 0,37 0,01
Pm_3d_480 0,35 0,02

(RYer)aZéha WMC_35_205 017 0,27
WMC 35320 | 0,09 0,56
XWC.m44 226 | 0,07 0,64
XWC_m44 256 | 0,07 0,64
STS_638_616 0,02 0,88
STS 638 289 0,06 0,72
S23_M41_257 276 | 0,17 0,27
STS YR5 469 | 0,15 0,33
STS YR5 460 | 0,06 0,72
YWMC 44 231 | 0,11 0,47
YWMC 44 259 | 0,13 0,4
S23M_41_278 0,17 0,27
Pm_3d_240 10,43 0
Pm_3d_291 0,02 0,88
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Pm_3d_350 0,1 0,52
Pm_3d_407 0,08 0,61
Pm_3d_480 0,17 0,29

Septorioza |\ i a5 205 | 0.17 0,27

lisci (Stb) = ! ’
WMC 35320 | 0,09 0,56
XWC.md4 226 | 0,07 0,64
XWC_m44_256 | 0,07 0,64
STS_638 616 0,02 0,88
STS_638_289 0,06 0,72
S23_M41_257 276 | 0.17 0,27
STS_YR5.469 | 0,15 0,33
STS_YR5 460 | 0,06 0,72
YWMC 44 231 | 0,11 0,47
YWMC_44 259 | 013 0,4
S23M 41 278 | 017 0,27
Pm_3d_240 0,43 0,001
Pm_3d_291 0,02 0,88
Pm_3d_350 0,1 0,52
Pm_3d_407 0,08 0,61
Pm_3d_480 0,14 0,36
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Na podstawie uzyskanych wartosci wspotczynnikow korelacji (tab. 23) udato si¢
wykazaé istotng statystycznie korelacj¢ jedynie miedzy dwoma zidentyfikowanymi
markerami molekularnymi, a brunatng plamistoscig lisci zbdz oraz septorioza lisci. Marker
Pm_3d_240 byt istotnie skorelowany r = 0.43 (pval <0.001) z cecha porazenie przez
sptorioze lisci, natomiast marker Pm_3d_407 wykazywat istotng korelacj¢ r = 0.37 (pval

0.01) z brunatna plamisto$cig lisci zboz.

Nie bylo mozliwosci obliczenia korelacji dla rdzy brunatnej, poniewaz nie byto

zrdéznicowania dla tej cechy w ocenie stopnia porazenia.

Brak istotnej korelacji miedzy wigkszoscia analizowanych markerow
molekularnych, a fenotypem badanych linii moze wynika¢ z tego, iz wigkszo$¢ badanych
linii wykazywata wysoka odporno$¢ na patogeny grzybowe i nie wykazywata symptomow
porazenia. Wynika¢ to moze z istnienia odpornosci krzyzowej, a takze obecno$ci innych
genow zwigzanych z cechami odpornosci (poza analizowanymi za pomoca markerow

molekularnych) w badanym materiale.
4.3 Zidentyfikowane markery PCR z podzialem na rodziny.

Ponizej zestawiono liczb¢ linii z otrzymanymi markerami PCR oraz podano
kombinacje¢ mieszanca z najwigkszg liczbg linii posiadajaca dany marker (tab. 24). Linie
zostaly wyselekcjonowane z kazdego mieszanca. Na podstawie uzyskanych wynikéw
mozna wnioskowa¢ iz markery Pm 3d 240 oraz Pm_3d 407 moga by¢ z powodzeniem
wykorzystywane do oceny odpornosci roslin pszenicy na patogeny grzybowe powodujace

septoriozg liSci oraz brunatng plamistos¢ lisci zboz w polskich programach hodowlanych.

Tabela 24. Zestawienie liczby linii pszenicy jarej u ktorych zidentyfikowano badane

markery molekularne wyprowadzonych z poszczegolnych kombinacji krzyzowkowych

(mieszancow).
Marker Liczba linii Numer i nazwa kombinacji z najwigkszg liczba linii
WMC_35 205 24 3 (Parabola x Triso) x (Santa x Hena)
WMC_35_320 11 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)
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XWC.m44_226 8 2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola)

XWC_m44_256 8 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)

STS 638 616 1 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena)

2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola)
3 (Parabola x Triso) x (Santa x Hena)

STS_638_289 5 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)
S23 _M41 257 276 | 24 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)
STS_YR5_469 21 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)
STS_YR5_460 5 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)
YWMC_44 231 15 2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola)
YWMC_44_259 18 2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola)
S23M_41_278 24 3 (Parabola x Triso) x (Santa x Hena)
Pm_3d_240 5 3 (Parabola x Triso) x (Santa x Hena)

4 (Triso x Santa) X (Henika x Parabola)

Pm_3d_291 1 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena)

2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola)
3 (Parabola x Triso) x (Santa x Hena)

Pm_3d_350 13 4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)

Pm_3d_407 9 2 (Santa x Hena) x (Hena x Parabola)

3 (Parabola x Triso) x (Santa x Hena)

Pm_3d_480 23 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena)

4 (Triso x Santa) x (Henika x Parabola)

W tabeli 24 zestawiono liczbe linii pszenicy jarej wyprowadzone z poszczegoélnych
mieszancoOw, u ktorych wykazano obecno$¢ markera molekularnego dla uzytych w

badaniach starterow. W przypadku markera WMC 35 205 najwigcej linii posiadajacych ten
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marker pochodzito z kombinacji (Parabola x Triso) x (Santa x Hena). Najwigcej linii
zawierajacych marker WMC_35_ 320 pochodzito z krzyzowania linii w uktadzie (Triso x
Santa) x (Henika x Parabola) . W przypadku markera XWC.m44 226 najwiecej linii
posiadajacych ten marker pochodzito z krzyzwania (Santa x Hena) x (Hena x Parabola).
Najwigcej linii posiadajacych marker XWC_m44 256 pochodzito z krzyzowania czterech
odmian w ukladzie (Triso x Santa) x (Henika x Parabola). W przypadku markera
TS 638 616 najwigcej linii posiadajgcych ten marker pochodzito z krzyzowan (Henika X
Parabola) x (Santa x Hena), (Santa x Hena) x (Hena x Parabola) oraz (Parabola x Triso) x
(Santa x Hena). Najwigcej linii posiadajacych marker XWC_m44 256 pochodzito z
krzyzowania (Triso X Santa) x (Henika x Parabola). W przypadku markera STS_638_616
najwigcej linii posiadajacych ten marker pochodzito z krzyzowan (Henika x Parabola) x
(Santa x Hena), (Santa x Hena) x (Hena x Parabola) i (Parabola x Triso) x (Santa x Hena).
W przypadku markera STS_638_289 najwiecej linii posiadajgcych ten marker pochodzito z
krzyzowki (Triso x Santa) X (Henika x Parabola). W przypadku markera Najwigcej linii (24),
u ktorych stwierdzono wystepowanie markera S23_M41_ 257 276 pochodzito z krzyzowki
(Triso x Santa) x (Henika x Parabola). W przypadku markera STS_YR5_469 najwigcej linii
posiadajacych ten marker pochodzito z krzyzowan (Triso x Santa) x (Henika x Parabola). W
przypadku markera STS_YR5 460 najwigcej linii posiadajacych ten marker takze
pochodzito z krzyzowania (Triso x Santa) x (Henika x Parabola). Najwiecej linii (15)
posiadajacych marker YWMC_44 231 pochodzito z krzyzowania (Santa x Hena) x (Hena
X Parabola). Z tej samej kombinacji krzyzowan pochodzitlo najwigcej linii (18)
posiadajagcych marker YWMC_44 259. W przypadku markera S23M_41 278 najwigcej
linii (24) posiadajacych ten marker pochodzito z krzyzowania (Parabola x Triso) x (Santa x
Hena). Marker Pm_3d_240 najczesciej posiadaty linie pochodzace z krzyzowan (Parabola x
Triso) x (Santa x Hena) i (Triso x Santa) x (Henika x Parabola). W kombinacjach krzyzowan
(Henika x Parabola) x (Santa x Hena), (Santa x Hena) x (Hena x Parabola) oraz (Parabola x
Triso) x (Santa x Hena) stwierdzono po jednej linii posiadajgcej marker Pm_3d_291. W
przypadku markera Pm_3d_350 najwiecej linii posiadajacych ten marker pochodzito z
krzyzowania (Triso X Santa) X (Henika x Parabola). Najwigcej linii posiadajacych marker
Pm_3d_407 pochodzito z krzyzowan (Santa X Hena) x (Hena x Parabola) oraz (Parabola x
Triso) x (Santa x Hena). Najwiecej linii posiadajacych marker Pm_3d_480 pochodzito z
krzyzwan (Henika x Parabola) x (Santa x Hena) oraz (Triso x Santa) x (Henika x Parabola).

Na podstawie uzyskanych wynikoéw mozna stwierdzi¢, iz w kazdej kombinacji krzyZzowan
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wykazano obecnos¢ linii z markerami genow zwigzanych z odpornoscia na choroby

powodowane przez patogeny grzybowe.

4.4 Analiza dystansu genetycznego

Na podstawie wynikow genotypowania wykonano analize dystansu genetycznego
badanych obiektow. Do obliczen wykorzystany zostat algorytm Nei (1979). Wyniki obliczen
zestawione zostaly w tabeli (zalaczonej na koncu pracy ) oraz zilustrowane graficznie na
rycinie numer 20 oraz zestawione w tabeli 25.

Na podstawie analizy macierzy dystansu genetycznego zidentyfikowano 23 linie najbardziej

odlegte genetycznie od pozostatych analizowanych obiektow. Byly to linie:

Tabela 25. Linie najbardziej odlegle genetycznie na podstawie dystansu genetycznego

wyprowadzone z poszczegolnych kombinacji krzyzowan.

Kombinacja | Kombinacja 2 Kombinacja 3 | Kombinacja 4
1

(Santa x Hena) x (Hena | (Parabola x (Triso x Santa) x
(Henika x X Parabola) Triso) x (Santa | (Henika x Parabola)
Parabola) x X Hena)
(Santa x
Hena)

10,11,18,25 | 30,36,43,44,48,49,54,56 | 68,70,83,85,89 | 90,103,104,105,107,112

Nastepnie podjeto probe wyznaczenia subpopulacji w badanym materiale na
podstawie kryterium Baysianskiego - BIC (ang. Bayesian Information Criterion). Uzyskane
wyniki przedstawia rycina numer 20. Optymalna liczba klastrow wyznaczona zostata jako
warto$¢ K, dla ktérej wykres osigga minimum (K=5). Liczba ta byla zgodna, lecz nie

identyczna z liczbg kombinacji krzyzowan wykorzystanych w badaniach.
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Do podziatu obiektow na 5 klastrow wykorzystane zostaty 3 metody: Kmeans w
oparciu o analiz¢ sktadowych glownych obliczonych na podstawie danych markerowych
(metoda 1), Kmeans w oparciu o analize skalowania wiclowymiarowego w oparciu o
warto$ci dystansu genetycznego (metoda Il) oraz Kmeans w oparciu o analize DAPC
(Discriminant Analysis of Principal Components) z wykorzystaniem danych markerowych

(metoda I11). Wyniki zestawiono w tabeli 26 oraz wykonano ich graficzng reprezentacje.

Tabela 26. Podziat wyprowadzonych linii pszenicy jarej na 5 klastrow metoda Kmeans’a w

oparciu o dane markerowe z zastosowaniem réznych metod.

ILnie Metoda | Metoda Il | Metoda lll
1 2 5 5
2 2 5 5
3 2 3 5
4 3 3 4
5 2 3 5
6 2 5 5
7 2 5 5
8 4 2 1
9 3 3 4
10 4 2 1
11 4 1 1
12 2 5 5
13 2 5 5
14 2 5 5
15 2 3 5
16 3 3 4
17 4 2 1
18 4 2 1
19 2 5 5
20 3 3 4
21 2 3 5
22 3 3 4
23 4 5 1
24 4 5 1
25 4 1 1
26 2 3 5
27 3 3 4
28 3 3 4
29 3 3 4
30 3 2 4
31 3 3 4
32 4 1 1

(o}
w



33
34
35
36
37
38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52

53
54
55
56
57
58
59
60
61

62

63
64
65
66
67

68
69
70
71

72

73
74
75
76
77

64



78
79
80
81

82

83

84
85

86
87

88
89

90
91

92

93

94
95

96
97

98
99

100
101
102
103

104
105

106
107
108
109
110
111
112
113

114
115

1R
2R
3R
4R

5R

65



02-

0.1-

Cluster
< ok
< 00- o] 2
o 3
g 4

Bk

0.1 -
-0.2-

015 010 0,05 0.00
PC1 (42.02%)

Rycina 21 Linie pszenicy jarej w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gtéwnych na
podstawie analizy (PCA) pogrupowane zgodnie z metodg Kmeans’a w oparciu o dane

markerowe.
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Rycina.22 Linie pszenicy jarej w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gléwnych na
podstawie analizy (PCA) pogrupowane zgodnie z metoda Kmeans’a oparciu o analize

skalowania wielowymiarowego w oparciu o wartosci dystansu genetycznego
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Rycina. 23 Linie pszenicy jarej w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gléwnych na
podstawie analizy (PCA) pogrupowane zgodnie z metodg Kmeans’a w oparciu 0 o analizg
DAPC (Discriminant Analysis of Principal Components) z wykorzystaniem danych
markerowych.

Do poréownania otrzymanych struktur wykorzystana zostata wielowymiarowa analiza

wariancji MANOVA z wykorzystaniem uzyskanych danych molekularnych.

Tabela. 27 Wyniki wielowymiarowej molekularnej analizy wariancji MANOVA dla

metody |
Zmiennos¢ Liczba stopni Suma kwadratow Sredni kwadrat
swobody
Pomiedzy obiektami 4 636.54 159.14
Wewnatrz obiektowa | 115 2224.78 19.35
Catkowita 119 2861.33 24.04
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Tabela 28. Komponenty wariancji z analizy MANOVA — Metoda I.

Zmiennos¢ Sigma %
Wariancja mi¢dzy grupami 5.88 23.31
Wariancja wewnarz grupowa | 19.35 76.69
Catkowita wariancja 25.22 100.00

W tabeli 27 zestawiono wyniki z wielowymiarowej analizy wariancji MANOVA
przeprowadzonej w oparciu o dane markerowe (Metoda I Kmeans’a), ktore wykazaty istotne
roéznice pomig¢dzy pigcioma wydzielonymi klastrami. Na podstawie symulacji Monter Carlo

p=0.01 wykazano, ze struktura populacji otrzymana za pomoca metody I jest istotna

statystycznie (tab. 28).

Tabela. 29 Wyniki wielowymiarowej molekularnej analizy wariancji MANOVA dla metody

Liczba stopni Suma kwadratow Sredni kwadrat

swobody
Pomigdzy obiektami | 4 4 558.8789 139.71973
Wewnatrz obiektowa | 115 2302.4461 20.02127
Calkowita 119 2861.3250 24.04475

Tabela 30. Komponenty wariancji z analizy MANOVA — Metoda 1.
Sigma %

Wariancja migdzy grupami 5.231766 20.72
Wariancja wewnarz grupowa | 20.021270 79.28
Calkowita wariancja 25.253037 100.00
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W tabeli 29 zestawiono wyniki z wielowymiarowej analizy wariancji MANOVA
przeprowadzonej w oparciu o analiz¢ skalowania wielowymiarowego w oparciu o wartosci
dystansu genetycznego (Metoda II Kmeans’a), ktore wykazaty istotne rdéznice pomig¢dzy
piecioma wydzielonymi klastrami. Na podstawie symulacji Monter Carlo p=0.01

wykazano, ze struktura populacji otrzymana za pomocg metody Il jest istotna statystycznie
(tab. 30).

Tabela. 31 Wyniki wielowymiarowej molekularnej analizy wariancji MANOVA dla

metody I11.
Liczba stopni Suma kwadratow Sredni kwadrat
swobody
Pomigdzy obiektami | 4 636.542 159.13551
Wewnatrz obiektowa | 115 2224.783 19.34594
Catkowita 119 2861.325 24.04475

Tabela 32. Komponenty wariancji z analizy MANOVA — Metoda I11.

Sigma %
Wariancja migdzy grupami 5.878657 23.31
Wariancja wewnarz grupowa | 19.345939 76.69
Catkowita wariancja 25.224596 100.00

Na podstawie symulacji Monter Carlo p=0.01 struktura populacji otrzymana za pomoca

metody 3 jest istotna statystycznie.

W tabeli 31 zestawiono wyniki z wielowymiarowej analizy wariancji MANOVA

przeprowadzonej w oparciu o analiz¢ DAPC z wykorzystaniem danych markerowych

70



(Metoda III Kmeans’a), ktoére wykazaty istotne réznice pomiedzy pigcioma wydzielonymi
klastrami. Na podstawie symulacji Monter Carlo p=0.01 wykazano, ze struktura populacji

otrzymana za pomocg metody III jest istotna statystycznie (tab. 32).

Wyniki uzyskane z zastosowaniem metody | i Il Kmeans’a byty identyczne.
Grupowanie uzyskane za pomoca tych metod wyjasniato 23,3 % obserwowanej zmienno$ci
wobec 20,7% wyjasnianej przez grupowanie uzyskane za pomocg metody II. Nastepnie
kazdy z opracowanych modeli grupowania obiektow przetestowano za pomocg funkcji
‘randtest’ i symulacji MonteCarlo. Wszystkie trzy zastosowane modele grupowania linii w
populacji wydzielaty podgrupy linii, ktore istotne réznity si¢ statystycznie na poziomie 0.01
(ryc. 24, 25, 26).
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Rycina 24 Grupowanie linii w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych glownych (PCA).
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Rycina 25 Grupowanie linii w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gtownych (PCA).

02-

0.4 -
. Clusters
=
= [=]
< 00- 2
& 3
o

4
04 -
0.2

015 010 -0.05 0.00
PC1 (42.02%)

Rycina. 26 Grupowanie linii w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gtownych (PCA).
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Dodatkowo dla poréwnania uzyskanych wynikoéw badane obiekty podzielono na 5
klastrow na podstawie podziatu drzewa dystansu genetycznego, przynaleznosci kazdego z
badanych genotypow (linii) do jednej z 4 rodzin (kombinacji krzyzowkowej) oraz losowego
podziatu badanych linii na 5 réwno licznych klastrow. Wyniki tego grupowania
zamieszczono w tabeli 26. Analizujac molekularng analiz¢ wariancji dla badanych
grupowan otrzymano nastepujace wyniki: grupowanie na podstawie podziatu drzewa
wyjasniato 15,4% obserwowanej zmiennosci, podzial na podstawie przynaleznosci do
okreslonej rodziny wyjasniat 11,6% obserwowanej zmiennos$ci 1 na koncu losowy podziat
wyjasniat 0.03% obserwowanej zmiennosci. Dwa pierwsze grupowania w tescie ‘randtest’ i
symulacji MonteCarlo wykazaty istotno$¢ statystyczng na poziomie 0.01, natomiast losowy
podziat zgodnie z oczekiwaniem nie wykazat statystycznej istotno$ci. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, iz kazdy z zaproponowanych podziatow (poza
losowym) byto nie przypadkowe i w jakim$ stopniu wyjasnialo istniejacg strukture populacji
badanego materiatu. Najlepsze wyniki (najwyzsza warto$¢ wyjasnianej wariancji) zostata
zanotowana dla wynikow uzyskanych za pomocg metody Kmeans’a w oparciu o analizg
sktadowych gléwnych w oparciu o dane markerowe oraz Kmeans’a w oparciu o analize

DAPC w oparciu o dane markerowe.

5. Dyskusja

Zboza s3 jednymi z najwazniejszych roslin uprawnych nie tylko w Polsce, ale tez na
swiecie. Wynika to migdzy innymi z tego, ze ich ziarno jest waznym surowcem dla
przemystu chemicznego 1 spozywczego. (Augustynska 1 Czutowska 2021). Pszenica
stanow1 odpowiednio 50 % 130 % Swiatowego handlu i produkcji zb6z (Akter. 1 Islam 2017).
Odgrywa kluczowa rol¢ w zywieniu czlowieka, jest gtdéwnym Zrodlem kalorii i biatka na
$wiecie, znana jako podstawowe pozywienie w ponad 40 krajach §wiata (Sharma 1 in. 2019).
Zywno$¢ na bazie pszenicy jest bogatsza w blonnik niz Zywno$¢ na bazie migsa. Ciasto
wyprodukowane z maki pszennej ma inne lepkosprezyste wtasciwosci niz inne zboza. Jest
uwazana za pokarm o wyzszej zawartosci blonnika 1 wlasnie dlatego zaobserwowano jego
pozytywny wplyw na kontrolowanie cholesterolu, glukozy i funkcji jelitowych w
organizmie. (Giraldo i in. 2019). Przede wszystkim pszenica jest wykorzystywana do
produkcji chleba. Uzyteczno$¢ pszenicy i wysoka warto$¢ odzywcza sprawily, ze stata si¢

podstawowym pozywieniem dla ponad 1/3 populacji §wiata. Ziarno pszenicy oddziela si¢
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od plew i stomy po zbiorze pszenicy. Stoma pszenicy jest dalej stosowana w $cidlce dla
zwierzat 1 materialach budowlanych. Globalne zapotrzebowanie na produkcje pszenicy
wzrasta nawet w krajach o niekorzystnym klimacie dla jej produkcji. Powszechne zmiany
klimatyczne zle wptywaja na produkcje pszenicy i wzbudzaja obawy o bezpieczenstwo
zywnosciowe (Mahmood-ur-Rahman Ansari. 2022).

Szacuje sie, ze roczna produkcja zbdz powinna zostaé¢ zwigkszona o 1 mld ton, aby
wyzywi¢ spodziewang populacje 9,1 mld do 2050 r. (FAO, 2015). Obecny scenariusz
demograficzny wymaga zwiekszenia wydajno$ci upraw w celu zaspokojenia zwiekszonego
zapotrzebowania na zywnos$¢ (Igbal 1 in. 2017). Pszenica, oprocz strefy klimatu
umiarkowanego, jest uprawiana w regionach tropikalnych i subtropikalnych, ktore
doswiadczaja duzego stresu (Rahaie. i in. 2013). Glowne zagrozenia $rodowiskowe
obejmuja zimno, zasolenie, ciepto i suszg, ktore drastycznie wptywaja na plon. Wodg i ciepto
uwaza si¢ jednak za kluczowe obcigzenia srodowiskowe, ktore spowodowaly zmniejszenie
plonéw pszenicy na catym $wiecie (Lesk i in. 2016; Liu i in. 2016). Tak, wiec postep
genetyczny bedzie miat bezposredni zwigzek ze wzrostem plonowania i tolerancji na stresy
bez ktorego niemozliwe bedzie zwigkszenie produkcji pszenicy (Tester 2010; He 2013).
Prognozy dotyczace zmian klimatu sugeruja, ze tendencja wzrostu temperatury na $wiecie
bedzie si¢ utrzymywac, chociaz jej skala bedzie zaleze¢ od przysztego poziomu emisji
dwutlenku wegla 1 innych gazéw cieplarnianych, przy czym skuteczne dziatania redukcyjne
ztagodza tendencj¢ ocieplenia. W przypadku Europy prognozy dotyczace zmian klimatu
sugeruja, ze do konca stulecia $rednia roczna temperatura powietrza moze wzrosng¢ w
zakresie od 1,0 do 4,5 °C w poréwnaniu z latami 1971-2000. Srednie roczne opady beda
nizsze w Europie potudniowej, na podobnym poziomie w Europie srodkowej 1 wyzsze w
Europie potnocnej. Ogolnie rzecz bioragc w wigkszosci terenow Europy potudniowej i
srodkowej bedzie bardziej sucho i cieplej w gtownym okresie uprawy roslin, w tym wiosna
1 latem. Zwigkszy to ryzyko ekstremalnych zjawisk pogodowych, takich jak upatly 1 okresy
suszy (Jacob 1 in. 2014). Chociaz problemy zwigzane z chorobami upraw zasadniczo nie
wzrosng do konca tego stulecia (Juroszek i von Tiedemann 2015), plon upraw musi by¢
zabezpieczony poprzez zwigkszenie uwagi w hodowli nowych odmian na ich stabilno$¢
plonowania (Miedaner, 2018). Hodowla pod katem odpornosci o szerokim spektrum
dzialania przeciwko juz istniejagcym i pojawiajacym si¢ chorobom jest waznym elementem
kazdego realizowanego programu hodowlanego (Li i in. 2020). Dlatego hodowla roslin
musi uwzglednia¢ zaré6wno stresy abiotyczne (np. upal, susza, zalanie, zasolenie), jak 1

biotyczne (Ceccarelli i in. 2010), w tym na szkodniki i patogeny, takie jak bakterie,
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fitoplazmy, wirusy, grzyby i nicienie. Szkodniki i patogeny powoduja straty w plonach
pszenicy do 21,5% 1 moga w wyjatkowym latach powodowac starty si¢gajace nawet 28,1%
(Savary iin. 2019). Stosowanie odpornych lub tolerancyjnych odmian jest tanie, przyjazne
dla srodowiska 1 skuteczne, chyba, ze patogeny szybko pokonajg opornos¢. W zwiazku z
tym stabilno$¢ srodowiskowa i trwato§¢ odpornosci maja kluczowe znaczenie (Juroszek i
von Tiedemann 2011).

Najbardziej rozpowszechnionymi, wystepujacymi we wszystkich rejonach uprawy
pszenicy ozimej i jarej chorobami powodowanymi przez grzyby sa: rdza brunatna
wywotywana przez Puccinia recondita f. sp. tritici (Abdelbacki i in. 2013) rdza zotta
powodowana przez grzyb Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici Eriks (Chen, 2014).
oraz maczniak prawdziwy powodowany przez patogen Blumeria graminis f. sp. tritici
(Pietrusinska i1 Czembor 2014). Rdza brunatna powoduje straty plonow szacowane na okoto
10%, ktore w przypadku ciezkiej infekcji moga siega¢ nawet ponad 40% (Kassem 1 in.
2011). W warunkach Polski straty siggaja $rednio 9,1% rocznie (Trawal i Walczak 2012).
Obecnie ponad 35% powierzchni pod uprawa pszenicy na $wiecie jest dotknigte chorobg
rdzy zottej (Singh i in.,, 2004). Natomiast maczniak prawdziwy, przy warunkach
sprzyjajacych rozwojowi patogena, moze powodowac straty siegajace nawet do 50%
(Mwale i in. 2014). Powyzsze fakty sprawiaja, ze wymienione choroby maja duze znaczenie
ekonomiczne dla rolnikow.

Odmiany ro$lin uprawnych, w tym pszenicy, poddawe sg nieustannie Stresom
biotycznym i abiotycznym, dlatego wspotczesna hodowla musi sprosta¢ wyzwaniom jakie
stawia przed nig natura.

W niniejszej pracy zostaty przeprowadzone krzyzowania majace na celu otrzymanie
linii z najlepsza odpornoscig na choroby powodowane przez grzyby. Wybrane zostaty
odmiany takie jak Henika, Parabola, Santa, Hena i Triso, ktore posiadaly geny odpornosci
na rzde¢ brunatng (Lrl, Lr,11, Lr18, Lr20, Lr46), maczniaka prawdziwego (Pm3d, Pmb5) i
rdz¢ z6tta (Yr5, Yr29).

Proste krzyzowania dwukomponentowe A x B uzupetniono o kombinacje ztoZzone (A x B)
x (C x D). W ten sposob kombinacje czteroliniowe niosg ze soba wigksze
prawdopodobienstwo otrzymania z nich linii z jak najwigksza liczba genow odpornosci.

Z oceny w skali 9-stopniowej wykonanej w 2017 roku mozna byto przypuszczaé, ze
kombinacja (Santa x Hena) x (Hena x Parabola) zawiera pewne geny odpornosci i jest Szansa
na powodzenie przeniesienia tych genéw lub ich potaczenia w uzyskanym mieszancu..

Analiza wynikow z 2020 roku wykazata, ze analizowane rosliny z czterech kombinacji
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krzyzowan byly zréznicowane pod wzgledem stopnia porazenia przez rdz¢ brunatng, rdz¢

z6lta, septorioze liSci oraz brunatna plamistosci lisci zboz.

Obowigzujace prawo Unii Europejskiej o przestrzeganiu zasad integrowanej ochrony
roslin (od 2014 roku) spowodowalo, ze coraz wicksza uwage zwraca si¢ na hodowle
odporno$ciowa.. Integrowana ochrona roslin (z ang. Integrated Pest Management — IPM)
polega na zwalczaniu organizméw szkodliwych dla upraw, z zastosowaniem wszystkich
dostepnych metod, a w szczegdlnosci metod nie chemicznych. Minimalizuje to zagrozenie
dla ludzi, zwierzat, a takze §rodowiska. Ograniczenie liczebno$ci populacji organizméw
ponizej progu szkodliwosci tak, aby nie powodowaly one istotnych strat zar6wno
ekonomicznych, gospodarczych jak i sSrodowiskowych (Horoszkiewicz-Janka i in. 2013). W
srodowisku pojawiajg si¢ coraz to nowe mutacj¢ patogendw, a co za tym idzie wigksza ilo§¢
wirulentnych szczepoéw stad hodowla odpornosciowa jest jedyng efektywna drogg w
przeciwdziataniu i walce z nowymi chorobami.

Geny odpornos$ci najczescie] wprowadzane sg do pszenicy z pokrewnych dzikich
gatunkow, co czesto prowadzi do wprowadzania w mieszancu niekorzystnych cech
agronomiczny, a to z kolei prowadzi do obnizenia poziomu plonowania oraz pogorszenia
jakosci ziarna. Kluczem do zapobiegania tego problemu jest przeprowadzenie Kilku cykli
krzyzowan wstecznych, ktore pozwalaja na wyparcie niekorzystnych cech w kolejnych
pokoleniach. Istotnym wsparciem tego procesu jest selekcja uzyskanych mieszancow z
wykorzystaniem markeréw molekularnych (Ma 1 in. 2015).

Na podstawie przeprowadzonych badan i obliczeniu wspotczynnikéw korelacji
pomiedzy markerami PCR a cechami odpornosci na choroby powodowane przez grzyby
mozna wnioskowa¢, ze dla brunatnej plamistosci liscie oraz dla rdzy zoltej udato sig
wykaza¢ istotng statystycznie zalezno$¢ miedzy dwoma zidentyfikowanymi markerami.
Byly to markery Pm_3d 240 wykazujacy korelacj¢ z odporno$cig na rdze z6ttg (Yr) oraz
Pm_3d 407 wykazujacy korelacje z odpornosciag na brunatng plamistosc lisci. W kazde;j
uzyskanej kombinacji krzyzowan wykazano obecno$¢ markerow gendéw zwigzanych z
odpornoscig na choroby powodowane przez grzyby. Markery te mozna z powodzeniem
wykorzysta¢ w pracach hodowlanych w celu przyspieszenia i utatwienia selekcji form
wykazujacych tolerancje lub odporno$¢ na analizowane patogeny.

Dla zapewnienia dtugotrwatej, silnej odpornos$ci roslin na choroby grzybowe, zaleca
si¢ piramidyzacje gendw odpornosci, czyli ich skoncentrowanie w jednym genotypie.

Piramidyzacja genoéw w linii hodowlane] moze znacznie zwigkszy¢ zakres odpornosci
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na rézne rasy (patotypy) tego samego patogena, a takze na rozszerzenie zakresu odpornos$ci
na rozne patogeny czy szkodniki. Kumulacja réznorodnych kombinacji genow
warunkujacych odpornos$¢ na istotne z punktu widzenia rolniczego choroby, w tym rowniez
gendow o charakterze iloSciowym, przyczynia si¢ do zmniejszenia presji selekcyjnej na
patogena. Daje to mozliwo$¢ uzyskania kompleksowej i trwalszej w czasie odporno$ci
odmian. W tej kwestii istotne wsparcie dla hodowli odporno$ciowej stanowi genetyka
molekularna, dostarczajagc narzedzi pozwalajagcych na przeprowadzenie odpowiedniej
selekcji materiatow hodowlanych (Pietrusinska i Czembor 2015). Selekcja jest istotnym
etapem hodowli odpornosciowej, dotyczy zar6wno materiatow wyjéciowych do hodowli,
jak 1 pozniejszych pokolen. Selekcja za pomoca markeréw moze byé stosowana we
wcezesnych etapach hodowli, z wykorzystaniem niewielkiej ilosci materialu roslinnego.
Umozliwia ona rowniez ocene ro$lin na podstawie genotypu (Swigcicki i in. 2011). Metody
fitopatologiczne oparte na symptomologii nie zawsze sg skuteczne w identyfikacji genow
opornosci. Ocena w terenie jest kosztowna, czasochtonna i w duzym stopniu uzalezniona od
warunkow Srodowiskowych. Wlaczenie gendéw opornosci jest przyjaznym dla §rodowiska
systemem, ktory nie obcigza hodowcow zadnymi kosztami. Obecnie rézne markery
molekularne sg szeroko stosowane w mapowaniu genetycznym ro$lin i selekcji
wspomaganej markerami (MAS). Markery molekularne zwigzane z odpornoscia na choroby
beda skuteczniejszym sposobem identyfikacji czynnikéw odpornosci na choroby.
Pojawienie si¢ stosunkowo niedrogich, wysokowydajnych platform markerow
molekularnych powoduje, ze selekcja wspomagana markerami (MAS) staje si¢ realnym
podejéciem do Sledzenia gendw odporno$ci (Sharma-Poudyal, 2013). Ze wzgledu na duza
liczb¢ markerow warunkujacych odporno$¢ na choroby, istotna jest weryfikacja ich
przydatnosci do wczesnej selekcji. Uzyteczny marker powinien dawaé wysoce powtarzalne
wyniki analiz molekularnych w réznych pulach genowych.

W ciggu ostatnich lat wprowadzanie genow odpornosci byto wykorzystywane w
programach hodowlanych w celu zmniejszenia wplywu spowodowanego wystapieniem
powaznych choréb roslin. Jednakze, gdy w hodowli odpornos$ciowej zastosujemy
konwencjonalne podejscie to potrzebne sa kolejne cykle samozapylenia, az jakos$¢
odpornosci zostanie caltkowicie zintegrowana z nowym genotypem, co zajmuje bardzo duzo
czasu. W przeciwienstwie do konwencjonalnej metody, w pelni homozygotyczne linie moga
by¢ wytwarzane w jednym pokoleniu poprzez produkcje haploidéw, a nastepnie podwojenie
liczny chromosomow. Daje to mozliwo$¢ szybkiej selekcji pozadanych genotypow i

uzyskanie nowych odmian (Coelho i in. 2018, Lantos C. 2013).
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Potaczenie technik haploidyzacji z analiza z wykorzystaniem markerow
molekularnych jest waznym aspektem wspotczesnej hodowli odpornosciowej. Takie
podejscie skraca cykl hodowlany o kilka lat, przy jednoczesnej intensyfikacji efektywnosci
selekcji. Markery molekularne sg niezbedne do przeprowadzenia szybkiej i skutecznej
piramidyzacji genow, ktora w sposob bezposredni wplywa na skuteczno$¢ hodowli
odpornosciowej. Integrowana hodowla roslin wprowadzona przez Uni¢ Eropejska oraz
zwigzane z nig ograniczenia ilosci dost¢pnych substancji czynnych srodkéw ochrony roslin
sprawia, ze wybor do uprawy odmian odpornych miedzy innymi na choroby powodowane
przez grzyby ma szczegodlne znaczenie. Piramidyzacja gendw odpornosci na rdz¢ brunatna,
rdz¢ z6lta czy tez maczniaka prawdziwego oraz inne choroby wywotywane przez grzyby w
jednej odmianie stanowi skuteczny sposob na ich zwalczanie. Kumulacja genow jest
przydatna zwlaszcza w sytuacjach, gdy pojedyncze geny gléwne nie zapewniaja
dhugotrwatej odpornosci na patogena. Ze wzgledu na ciaggle zmiany wirulencji patogenow,
hodowla odpornosciowa jest procesem stale zachodzacym. Bardzo dynamiczna natura
patogenéw powoduje, ze pojedyncze geny gltdéwne czesto sa przetamywane przez nowe
patotypy w krotkim czasie od ich zastosowania w hodowli. W zwiazku z tym kombinacje
dwoéch lub wiecej gendow odpornosci w jednej odmianie sg bardzo poszukiwane.
Wykorzystanie markerow molekularnych  w  poczatkowych  etapach  hodowli
odpornosciowej umozliwia wtasciwy dobor komponentow rodzicielskich do krzyzowan.
Poszerzanie i urozmaicanie pul genowych poprzez wkrzyzowywania stanowi zabieg
hodowlany, ktory pozwala na potgczenie efektywnych gendéw odpornosci i uzyskanie
genotypow o szerokim zakresie odporno$ci na jednego czy tez Kilka patogenow.
Zastosowanie selekcji wspartej markerami molekularnymi (MAS) w dalszych pracach nad
kumulowaniem genéw odporno$ci pozwala na szybka identyfikacje genow wprowadzanych
do danej piramidy. Ponadto selekcja na poziomie molekularnym nierzadko okazuje si¢
konieczna, zwtaszcza w sytuacjach, gdy nie ma mozliwosci weryfikacji obecnosci gendw
odpornosci z wykorzystaniem testow fitopatologicznych. Zwtaszcza dotyczy to tych genow,
dla ktérych nie zidentyfikowano jeszcze wirulentnych izolatow patogena. W literaturze
istnieje wiele przyktadow piramid genowych do materialdow hodowlanych, w celu
zwiekszenia ich odpornosci na mgczniaka prawdziwego i/lub rdze brunatng. Sg to piramidy
typu Lr+Lr, Pm+Pm, a takze Lr+Pm. Z powodzeniem mozna wykorzystywa¢ w programach
hodowlanych nastepujace piramidy genowe: Lr9+Lr24, Lr19+Lr24, Lr19+L28 i
Lro+Lr24+Lr28 (Prabhu K. 2009). Huerta-Espino i in. (2009) w odmianie Chinese Spring

wykazali obecnos¢ genow Lr27+Lr31, a Hovhannisyan 1 in. (2011) zidentyfikowali
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Lr10+Lr47+Lr28 w linii T. boeoticum / 1G 44941. Vanzetti i in. (2011) wykazali w odmianie
Buck Guapo obecnos¢ gendow Lr3a+Lr16+Lr26+Lr nicokreslony, a Lesniowska-Nowak i in.
(2013) wykryta geny Lr10+Lr19 w odmianie Angelina. Piramidy zawierajagce geny Pm
wykazali m. in. Liu i in. (2002) — Pm4a+Pm21 w odmianie Yang1583, Hysing i in. (2007)
- piramida Pmla+Pm9 zidentyfikowana w odmianie Ring, Pm4b+Pm6+Pm nieokreslony w
odmianie Tjalve, Pm6+Pm8+Pm nieokreslony w odmianie Tjelvar oraz Pietrusinska (2010)
— Pm2+Pmé6 (Olcha, Roma, Rada, Weneda, Sakwa), Pm3d+Pm8 (Turnia), Pm4b+Pm8
(Divio, Wilga), Pm1+Pm3d+Pm4b (Omega, Hesja), Pm1+Pm2+Pm9+Pm4b (Helia).

Jednoczesna piramidyzacja genéw Lr i Pm wystepuje rzadziej. W powyzszej pracy
otrzymano kilka piramid genowych, ktore pozwalajg zredukowac¢ szkody wywotywane
przez najczesciej wystepujace choroby. Podjeto probe uzyskania piramid z uzyciem genow
Lrl, Lr,11, Lr18, Lr20, Lr46, Pm3d, Pm5, Yr5 oraz Yr29. . Otrzymano 4 linie (Henika x
Parabola) x (Santa x Hena), (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), (Parabola x Triso) x(Santa
X Hena) oraz (Triso x Santa) x (Henika x Parabola). Uktad krzyzowkowy nie byt losowy
wybor miat na celu otrzymania docelowej linii z najwigksza ilo$cig genow odpornosci na
choroby grzybowe.

Hovhannisyan i in. (2011) analizowali efektywne piramidy genowe Lr+Pm:
Lr25+Pm1+Pm2, Lr25+Pm1+Pm2+Pm3, Lr28+Lr47+Pm1+Pm2, Lr28+Lr47+Pm3+Pm10
oraz Lr10+Lr25+Lr28+Lr47+Pm1+Pm2+Pm3. Natomiast do polskiej odmiany Nadobna i
niemieckiej odmiany Lexus zostala wprowadzona piramida gendéw Lr41=Lr39+Pm21
(Pietrusinska 1 in. 2011).

Markery molekularne sg narzgdziem niezbednym do przeprowadzenia skutecznej i
szybkiej piramidyzacji genow, ktéora w sposob bezposredni wplywa na skutecznosé
wprowadzania na rynek odmian odpornych. Wykonane badania daja potwierdzenie
mozliwosci efektywnego wykorzystania markeréw Pm_3d 240 oraz Pm_3d_480. Podejscie
takie jest bardziej przyjazne dla srodowiska w celu zmniejszenia strat plondow w wyniku
zmniejszenia porazenia przez choroby oraz niweluje koszty na $rodki ochrony roslin.

Technika ta przynosi wymierne korzys$ci dla rolnika i $srodowiska.

6 . Whnioski

1. Linie pszenicy wyprowadzone z poszczeg6lnych kombinacji krzyzowan roznity sig

stopniem porazenia przez rdz¢ brunatng, septorioze liSci oraz brunatng plamistosci
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liSci zbdz natomiast kombinacja krzyzowan nie miata wptywu porazenie linii (ro$lin)
przez rdzg z6ita. Linie wyprowadzone z kazdej kombinacji krzyzowan posiadaly
wysoka odporno$¢ na tego patogena.

Grupowanie linii pszenicy na podstawie wynikow genotypowania z zastosowaniem
réznych algorytméw pozwolito na wydzielenie pigciu subpopulacji o statystycznie
istotnej strukturze.

Uzyskane wyniki grupowania obiektéw za pomoca trzech réznych algorytmoéow
pozwolity na wskazanie istotnej statystycznie struktury populacji.

Wykazano statystycznie istotng korelacje miedzy markerem Pm 3d 240 a
odpornos$cig na septorize lisci oraz markerem Pm_3d_407 a odporno$cia na brunatng
plamistos¢ lisci zboz.

Markery Pm_3d 240 oraz Pm_3d 407 moga by¢ wykorzystywane w programach
hodowlanych do oceny odpornosci roslin pszenicy na patogeny grzybowe
powodujace septorioze lisci oraz brunatng plamistos¢ lisci zboz.

W kazdej kombinacji krzyzowan wykazano obecnos¢ markerow genéw zwigzanych
z odpornoscig na choroby powodowane przez patogeny grzybowe.

Pirimidyzacja genéw zwigzanych z odpornoscig na choroby powodowane przez
patogeny grzybowe pozwala na uzyskanie genotypow pszenicy bardziej odpornych
na ich presj¢ srodowiskowa i przyczynia si¢ do lepszej zdrowotno$ci roslin, a
markery molekularne sa narzgdziem utatwiajacym skuteczng i szybka piramidyzacje
genow.

Otrzymane, w wyniku krzyzowan linii pszenicy z r6znymi genami odpornosci na
patogeny grzybowe, piramidy genowe pozwolity zredukowa¢ stopien porazenia

ro$lin przez najczesciej wystepujace choroby.
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7. Streszczenie

Pszenica jest gatunkiem dominujagcym w strukturze zasiewoéw zboz w Polsce.
Charakteryzuje ja najwyzsze sposrod zboz plonowanie jak réwniez i najwigksza wrazliwosé
na dziatanie agrofagow, do ktérych zalicza si¢ choroby grzybowe. Do najczgsciej
wystepujacych, najgrozniejszych chorob grzybowych pszenicy nalezg rdza brunatna,
powodowana przez patogen Puccinia triticina oraz rdza zotta powodowana przez
grzyb Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici Eriks. Powoduja one straty plonow
siegajace nawet do 100% w zaleznosci od czasu infekcji oraz poziomu odpornosci roslin.
Narastajgcy problem wystgpowania chorob grzybowych, a takze wprowadzenie obowigzku
przestrzegania zasad integrowanej ochrony ro$lin na terenie Unii Europejskiej
spowodowaty, iz w ostatnich latach znacznie wzrosto zainteresowanie hodowla
odpornosciowg roslin. Wprowadzanie genéw odpornosci do nowych odmian stanowi
nieodlaczny element hodowli rosdlin. Selekcja rodlin z wykorzystaniem markerow
molekularnych pozwalaja zintensyfikowac i przyspieszy¢ proces uzyskiwania nowych
odmian.

Celem pracy jest zbudowanie bazy w postaci linii, ktore umozliwig tworzenia
nowych odmian odpornych na rdz¢ brunatna, rdz¢ z6tta oraz maczniak, ktdrg bedzie mozna
wykorzysta¢ do tworzenia nowych odmian odpornych na wymienione patogeny. Selekcja z
wykorzystaniem markerow molekularnych umozliwia skrécenie cyklu hodowlanego oraz
zwickszenie efektywnosci selekcji materiatdow hodowlanych.

Nowe wyzwania, ktore stawiajg nam gospodarstwa ekologiczne bedg do osiggnigcia
dzigki odpornym odmianom, zwigksza ich potencjatl plonowania nie stosujac Srodkoéw
fungicydowych, przyczynia si¢ to do obnizenia kosztoéw produkcji oraz bedzie miato
bezposredni wptyw na ochrone s$rodowiska i1 zachowanie réwnowagi w biocenozie
(unikniecie zatrucia ptodow rolnych), co w rezultacie przektada si¢ na bezposredni wptyw

na zdrowie ludzi 1 zwierzat.
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8. Abstract

Wheat is the dominant species in the structure of cereal crops in Poland. It is
characterized by the highest yield among cereals as well as the greatest sensitivity to the
effects of agrophages, which include fungal diseases. The most common and most dangerous
fungal diseases of wheat include brown rust caused by the pathogen Puccinia triticina and
yellow rust caused by the fungus Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici Eriks. They cause
yield losses of up to 100% depending on the time of infection and the level of plant
resistance. The growing problem of the occurrence of fungal diseases, as well as the
introduction of the obligation to comply with the principles of integrated pest management
in the European Union, have resulted in a significant increase in interest in plant resistance
breeding in recent years. The introduction of resistance genes into new varieties is an integral
part of plant breeding. Selection of plants using molecular markers allows to intensify and
accelerate the process of obtaining new varieties.

The aim of the work is to build a base in the form of lines that will enable the creation
of new varieties resistant to brown rust, yellow rust and mildew, which can be used to create
new varieties resistant to these pathogens. Selection using molecular markers makes it
possible to shorten the breeding cycle and increase the efficiency of selection of breeding
materials.

The new challenges that organic farms pose to us will be achieved thanks to resistant
varieties, it increases their yield potential without using fungicides, this contributes to
reducing production costs and will have a direct impact on environmental protection and
maintaining balance in the biocenosis (avoiding crop poisoning) , which in turn translates

into a direct impact on human and animal health.
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12. Spis rycin

1.

10.

11.

12.
13.

Analiza wysokosci roslin w poszczegolnych kombinacjach krzyzowkowych, gdzie:
1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3
— (Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika x
Parabola).Wykres qgPlot dla bledéw modelu liniowego — wysokos¢ roslin

Wykres qqPlot dla btgdéw modelu liniowego — wysokos$¢ roslin.

Histogram rozktadu wartosci btedu dla modelu nikowego dla wysokosci roslin.
Wykres dla porownania $rednich wysokosci roslin dla uzyskanych mieszancow
(kombinacji krzyzowkowych)

Analiza porazenia roslin przez macznika prawdziwego w poszczegolnych
kombinacjach krzyzowkowych, gdzie: 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 -
(Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 — (Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 -
(Triso x Santa) x (Henika x Parabola).

Wykres qqPlot dla bledu modelu liniowego dla porazenia przez macznika
prawdziwego.

Histogram rozkladu wartosci btedu dla modelu nitkowego dla porazenia przez
maczniaka prawdziwego.

Analiza porazenia przez brunatng plamisto$¢ lisci zb6éz w kombinacjach
krzyzéwkowych, gdzie: 1 (Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena)
X (Hena x Parabola), 3 — (Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso X Santa) x
(Henika x Parabola).

Wykres qqPlot dla btedéw modelu liniowego dla porazenia przez brunatng
plamistos¢ lisci zboz.

Histogram rozkladu wartosci btgdu dla modelu nikowego dla porazenia przez
brunatng plamistos¢ lisci zboz.

Analiza porazenia przez rdz¢ brunatng w kombinacjach krzyzéwkowych, gdzie: 1
(Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 —
(Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola).
Wykres qqPlot dla btedéw modelu liniowego dla porazenia przez rdz¢ brunatng.
Histogram rozktadu wartosci bledow dla modelu nikowego dla porazenia przez rdze

brunatng.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.
26.

Analiza porazenia przez rdze¢ zo6tta w kombinacjach krzyzéwkowych, gdzie: 1
(Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 —
(Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola).
Wykres qqPlot dla btgdéw modelu liniowego dla porazenia przez rdze¢ zo6ttg.
Histogram rozktadu wartosci btedéw dla modelu nikowego dla porazenia przez rdzg
z6Mha.

Analiza porazenia przez septoriozg lisci w kombinacjach krzyzowkowych, gdzie: 1
(Henika x Parabola) x (Santa x Hena), 2 - (Santa x Hena) x (Hena x Parabola), 3 —
(Parabola x Triso) x (Santa x Hena), 4 - (Triso x Santa) x (Henika x Parabola).
Wykres qqPlot dla btedéw modelu liniowego dla porazenia przez septorioze lisci.
Histogram rozktadu warto$ci bledow dla modelu nikowego dla porazenia przez
septorioze lisci.

Macierz dystansu - optymalna liczba klastrow

Linie pszenicy jarej w ukltadzie dwoch pierwszych skladowych glownych na
podstawie analizy (PCA) pogrupowane zgodnie z metoda Kmeans’a w oparciu o
dane markerowe.

Linie pszenicy jarej w ukltadzie dwoch pierwszych skltadowych glownych na
podstawie analizy (PCA) pogrupowane zgodnie z metodg Kmeans’a oparciu o
analize skalowania wielowymiarowego w oparciu o wartosci dystansu
genetycznego.

Linie pszenicy jarej w ukladzie dwodch pierwszych sktadowych glownych na
podstawie analizy (PCA) pogrupowane zgodnie z metodg Kmeans’a w oparciu o o
analize DAPC (Discriminant Analysis of Principal Components) z wykorzystaniem
danych markerowych. PCA

Grupowanie linii w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gloéwnych (PCA)
Grupowanie linii w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gtéwnych (PCA)
Grupowanie linii w ukladzie dwoch pierwszych sktadowych gtéwnych (PCA).
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13. Spis tabel

1.

10.

11.

12.

Powierzchnia uprawy, $redni plon oraz produkcja pszenicy w Polsce w latach 2009
-2018 (wg FAO Statistical Databases, 2020)

Komponenty rodzicielskie pszenicy jarej wybrane do krzyzéwan w celu otrzymania
ro$lin pokolenia F1 do dalszych badan.

Komponenty rodzicielskie krzyzowane w 2015 roku w celu otrzymania roslin
pokolenia F1 do dalszych badan.

Kombinacje ztozone wykonane w 2016 roku w celu otrzymania roslin pokolenia F1
do dalszych badan.

Sekwancje starterow uzytych w pracy.

Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ roznic wysokosci ro$lin ze wzgledu na
kombinacje krzyzowania

Wyniki analizy Leven, istotno$¢ réznic wysokosci roslin ze wzgledu na kombinacje
krzyzowania

Poréwnanie $rednich wysoko$ci roslin dla uzyskanych mieszancéw (kombinacji
krzyzéwkowych).

Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ roznic porazeniem maczniakiem prawdziwym ze
wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania.

Wyniki analizy Leven, istotno$¢ réznic porazeniem maczniakiem prawdziwym ze
wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania.

Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ rdznic porazenia na brunatng plamistos¢ lisci
zb6z ze wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania.

Wyniki analizy Leven, istotno$¢ réznic porazenia przez brunatng plamistos$¢ lisci

zbo6z ze wzgledu na kombinacje krzyZzowania.

102



13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24,

25.

26.

217.
28.
29.
30.
31.

32.

Wyniki analizy Kruskala-Wallisa, istotno$¢ roznic porazenia przez brunatng
plamistos¢ lisci zbdz ze wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania.
Wyniki analizy — test Wilcoxona i poréwnanie $rednich - test Wilcoxona.
Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ réznic porazeniem na rdze¢ brunatng ze wzgledu
na kombinacj¢ krzyzowania.
Wyniki analizy Leven, istotno$¢ réznic porazeniem na rdz¢ brunatng ze wzgledu na
kombinacje krzyzowania.
Wyniki analizy ANOVA, istotnos$¢ roznic porazeniem na rdze¢ zotta ze wzgledu na
kombinacj¢ krzyzowania.
Wyniki analizy Levene , istotno$¢ roéznic porazeniem na rdze¢ zottg ze wzgledu na
kombinacje krzyzowania.
Wyniki analizy ANOVA, istotno$¢ roznic porazeniem na septoriozg lisci ze wzgledu
na kombinacj¢ krzyzowania.
Wyniki analizy Levene, istotno$¢ rdéznic porazeniem septoriozg lisci ze wzgledu na
kombinacje krzyzowania.
Wyniki analizy Kruskala-Wallisa, istotno$¢ roznic porazeniem na septorioze lisci ze
wzgledu na kombinacj¢ krzyzowania.
Wyniki analizy — test Wilcoxona i poréwnanie $rednich.
Zestawienie wynikow korelacji miedzy badanymi markerami, a odpornoscia roslin
na wybrane choroby grzybowe.
Zestawienie liczby linii pszenicy jarej u ktorych zidentyfikowano badane markery
molekularne wyprowadzonych z poszczegdlnych kombinacji krzyzéwkowych
(mieszancow).
Linie najbardziej odlegle genetycznie na podstawie dystansu genetycznego
wyprowadzone z poszczeg6lnych kombinacji krzyzowan.
Podzial wyprowadzonych linii pszenicy jarej na 5 klastrow metoda Kmeans’a w
oparciu o dane markerowe z zastosowaniem réznych metod.
Wyniki wielowymiarowej molekularnej analizy wariancji MANOVA dla metody I.
Komponenty wariancji z analizy MANOVA — Metoda I.
Wyniki wielowymiarowej molekularnej analizy wariancji MANOVA dla metody 11
Komponenty wariancji z analizy MANOVA — Metoda I1.

Wyniki wielowymiarowej molekularnej analizy wariancji MANOVA dla metody
I

Komponenty wariancji z analizy MANOVA — Metoda I11.
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