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PRZEGLAD PISMIENNICTWA

WSTEP

Odpornos$¢ zostata zdefiniowana jako zdolno$¢ organizmu do przeciwstawienia si¢ lub
zmniejszenia dziatania skutkow czynnika szkodliwego lub chorobotworczego [MANNERS
1993]. Do rozpoznania i przezwyci¢zenia podstawowej odpornosci rosliny-gospodarza wy-
magana jest zasadnicza zgodno$¢ czynnikow patogenicznosci pomigdzy rosling a patogenem
[ELLINGBOE 1976]. Patogen wywotlujacy chorobe wykazuje wirulencje¢ w stosunku do ro-
sliny-gospodarza, natomiast roslina jest wrazliwa w odniesieniu do danej populacji patogena.
Niezdolnos$¢ patogena do wywotania choroby nazywa si¢ awirulencja [HEITEFUSS 1997].

W warunkach klimatycznych sprzyjajacych rozwojowi patogendow rosliny poddawane
sg dzialaniu duzej ilo$ci materiatu infekcyjnego pasozytniczych mikroorganizmow. Mechani-
zmy odporno$ciowe roslin mogg mie¢ charakter bierny i/lub czynny. Do odpornosci biernej
zaliczy¢ mozna bariery fizyczne utrudniajace lub uniemozliwiajace inicjacje infekcji, oraz
bariery chemiczne w postaci metabolitow o wiasciwosciach toksycznych hamujacych pene-
tracj¢ 1 rozwoj patogena. Odporno$¢ czynna, zwana aktywna lub indukowana, jest wyzwalana
w nastgpstwie kontaktu rosliny z czynnikiem chorobotwoérczym.

Przez wiele lat pszenzyto bylo uwazane za zboze mato podatne na choroby, jednak w
ostatnim 10-leciu nasilenie chorob na pszenzycie zwigkszato si¢. Wystepowanie rdzy brunat-
nej obserwuje si¢ obecnie w 80% przeprowadzanych doswiadczen, septoriozy lisci w 90%
doswiadczen, natomiast septoriozy plew w 60%. W 2003 roku pszenzyto byto porazane przez
maczniaka prawdziwego jedynie w 10% doswiadczen. W 2004 roku doszlo jednak do zata-
mania odpornosci pszenzyta na maczniaka prawdziwego, szczegolnie u odmiany ‘Lamberto’.
Powszechne stosowanie upraw tej odmiany w Polsce i w Niemczech doprowadzito do roz-
przestrzenienia si¢ szczepow wirulentnych patogena w stosunku do tej odmiany 1 do epifitozy.

Jednym z najlepszych sposobdw ochrony pszenzyta przed chorobami powodowanymi
przez grzyby patogeniczne, a zarazem najbardziej celowym 1 ekonomicznym jest uprawa od-
mian odpornych. Niezb¢dnym elementem nowoczesnego procesu hodowli odmian sg markery
molekularne. Sg to fragmenty DNA (o wielkosci od kilkudziesieciu do kilkuset par zasad),
wykazujace zmiennos$¢ strukturalng w obrebie danego locus. Umozliwiajg one identyfikacje
genotypu danego organizmu [NOWAKOWSKA 2006]. Stosowanie markeréw daje mozli-
wos¢ prowadzenia selekcji negatywnej lub pozytywnej we wezesnych pokoleniach 1 stadiach
rozwoju roslin. Markery DNA s3 szczegolnie przydatne w selekcji takich cech, ktore trudno
identyfikowac¢ na podstawie fenotypu, i1 ktorych ekspresja jest uzalezniona od warunkow $ro-
dowiskowych, jak to ma miejsce w przypadku odpornosci na choroby wywolywane przez
patogeniczne grzyby.



PRZEGLAD PISMIENNICTWA

1. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

1.1. Charakterystyka genetyczna oraz historia pszenzyta na Swiecie i w Polsce

Waznym procesem odpowiedzialnym za specjacje organizmow roslinnych jest allopo-
liploidyzacja. Wystepuje ona naturalnie przez polaczenie dwoch lub wigcej odmiennych ge-
nomow w jednym jadrze komorkowym wskutek hybrydyzacji r6znych gatunkéw. Nadmiar
materiatu genetycznego moze prowadzi¢ do wigkszej zmiennosci genomu w poréwnaniu do
form rodzicielskich, a takze stwarza nowe mozliwo$ci generowania zréznicowania funkcjo-
nalnego miedzy homeologicznymi genami i genomami. Jednakze duplikacja genéw i geno-
mow cz¢sto powoduje niestabilno$¢ genomowa, niezrownowazenie chromosoméow, zaburze-
nia regulacji oraz problemy reprodukcyjne [MA 1 GUSTAFSON, 2008]. Liczne prace badaw-
cze wskazuja, iz proces hybrydyzacji i/lub podwojenia genomu moze prowadzi¢ do niestabil-
nos$ci w jego funkcjonowaniu, indukujac rozleglte zmiany o charakterze genetycznym oraz
epigenetycznym [BENTO i1 wsp. 2011; CHEN 2007; HAN 1 wsp. 2003; MA i GUSTAFSON,
2008]. Modyfikacje genetyczne obejmuja translokacje, transpozycje, a takze delecje i inser-
cje, natomiast zmiany epigenetyczne dotycza regulacji gendéw, transkrypcji transpozonow,
wyciszania gendw homeologicznych, czy tez zmiany kondensacji chromatyny [CHEN 1 NI,
2006; FELDMAN i LEVY, 2005; VIEGAS 1 wsp. 2002]. Allopoliploidy przechodzg zmiany
zardwno rewolucyjne (natychmiastowe), jak i ewolucyjne (kumulujace si¢), prowadzace do
ustalenia rownowagi pomiedzy obca cytoplazmg i jadrami komorkowymi odmiennych geno-
mow [FELDMAN i1 LEVY, 2005]. Dotychczasowe badania nad hybrydami Triticum sp. 1 Ae-
gilops spp. wskazuja, iz zaistniate zmiany genetyczne i epigenetyczne nie sg przypadkowe,
ale raczej ukierunkowane i powtarzalne [BENTO i wsp. 2008].

Genom allopoliploidalego pszenzyta charakteryzuje duza ztozono$¢, rézne poziomy
ploidalnos$ci gatunkéw rodzicielskich oraz hybrydyzacja dwoch odleglych genetycznie gatun-
kow. Cechy te powoduja, iz zmiany genetyczne u pszenzyta sg rozleglejsze niz u jakiegokol-
wiek innego syntetycznie wytworzonego allopoliploidu, np. Triticum sp. 1 Brassica sp.
[BENTO 1 wsp. 2011; SONG 1 wsp. 1995]. Liczne badania wskazuja na fakt, iz u pszenzyta
genom zytni podlega duzo wigkszym modyfikacjom 1 wykazuje wyzszy stopien dopasowania.
Genom pszenicy jest bardziej dostosowany do stanu poliploidalnego, poniewaz ,,do§wiad-
czyl” juz zmian genetycznych 1 epigenetycznych w trakcie ewolucji [MA 1 GUSTAFSON,
2008]. Takich modyfikacji nie przechodzit diploidalny genom zytni. Poliploidyzacja prowadzi
do znacznej eliminacji sekwencji DNA pochodzacych od zyta [BENTO i wsp. 2008; MA i
GUSTAFSON, 2006] oraz w réznym stopniu wptywa na rearanzacje sekwencji powtarzaja-
cych sig, niekodujacych oraz sekwencji kodujacych [BENTO 1 wsp. 2008; TANG 1 wsp.
2008]. U pszenzyta utrata sekwencji specyficznych dla pszenicy byla najwyzsza dla sekwen-
cji powtarzajacych si¢, a najnizsza w przypadku sekwencji kodujacych, niezaleznie od formy
rodzicielskiej pszenicy (tetraploidalna lub heksaploidalna) [BENTO i wsp. 2011; MA 1 GU-
STAFSON, 2008]. U zyta stopien eliminowanych sekwencji byt podobny, niezaleznie od ana-
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PRZEGLAD PISMIENNICTWA

lizowanej sekwencji (powtarzajace si¢, niekodujace lub kodujace), lecz zawsze wyzszy w
porownaniu do utraconych sekwencji specyficznych dla pszenicy. Pomimo, iz stopien elimi-
nacji sekwencji specyficznych dla zyta jest podobny dla obu form pszenzyta, utrata sekwencji
specyficznych dla pszenicy byta znacznie wigcksza dla form heksaploidalnych [BENTO i wsp.
2011]. Wyzsza, ogbdlng zmienno$¢ genomu obserwowano u form heksaploidalnych w porow-
naniu do form oktoploidalnych pszenzyta [BOYKO i wsp. 1984; MA 1 GUSTAFSON, 2008].
Oznacza¢ moze to wigksza zdolnos$¢ buforowa genomu pszenicy heksaploidalnej do uniknie-
cia licznych rearanzacji u pszenzyta [BENTO i wsp. 2011].

Cytoplazma jest zasadniczym komponentem zywej komoérki, umozliwiajagcym dziata-
nie gendw jadrowych oraz sprawne dzialanie procesoOw rozwojowych. Roznice we wptywie
cytoplazmy na analizowane genotypy 1 fenotypy moga by¢ ttumaczone hipoteza gendw wraz-
liwych na plazmon [RENNER i KUPPER, 1921], wedtug ktorej cytoplazma mateczna stano-
wi podtoze dla genéw ojcowskich i moze modyfikowaé ekspresje, prowadzac do powstania
odmiennego fenotypu. Song 1 wsp. (1995) opisali ukierunkowane zmiany komponentow ge-
nomu oraz wptyw cytoplazmy u syntetycznych poliploidéw Brassica. U poliploidéw AB za-
wierajacych genom cytoplazmatyczny A, ojcowski genom jadrowy (genom B) wykazat istot-
ne zmiany, podczas gdy mateczny genom jadrowy A nie ulegt znaczagcym modyfikacjom. U
poliploidow BA zaobserwowano zmiany analogiczne, ale utracone zostaty wigksze ilosci
fragmentow genomu formy A. W obu przypadkach rozleglejsze zmiany dotyczyly genomow
ojcowskich. Song 1 wsp. (1995) nie zaobserwowali zmian u poliploidow AC oraz CA ze
wzgledu na bliskie pokrewienstwo ich genoméw cytoplazmatycznych. Duza wariancja geno-
mu zytniego u pszenzyta ttumaczona jest takze wilasnie poprzez interakcje jadro-cytoplazma
[GILL 1999]. Hybrydy Zyto-pszenica (zyto jako forma mateczna) sa niezwykle rzadkie i nie-
stabilne. Ponadto wszystkie istniejgce odmiany pszenzyta zostaly wytworzone poprzez hy-
brydyzacj¢ pszenica-zyto (pszenica jako forma mateczna), zawierajg wigc cytoplazme pocho-
dzenia pszenicznego. Genom ojcowski moze by¢ bardziej wrazliwy na zmiany w nowotwo-
rzonej hybrydzie, poniewaz jest wystawiany na niezgodne srodowisko matecznej cytoplazmy
[MA 1 GUSTAFSON, 2008]. Zatem kierunek krzyzowania odmian jest istotny ze wzgledu na
wplyw cytoplazmy matecznej. Pszenzyto, jako sztucznie wytworzony poliploid, charakteryzu-
ja takze ukierunkowane zmiany dotyczace genomow rodzicielskich.

U pszenzyta wykryty zostal wysoki stopien rearanzacji sekwencji retrotranspozonow.
Ze wzgledu na duzg dynamike 1 mobilno$¢ retrotranspozondw generuja one zmiennos¢ mole-
kularng genomu, a co za tym idzie odgrywaja znaczaca role¢ w jego ewolucji i specjacji.
Transpozony moga by¢ aktywowane pod wptywem réznych czynnikow stresu biotycznego 1
abiotycznego [MCCLINTOCK 1984], co moze doprowadzi¢ do zmian o charakterze epigene-
tycznym oraz zmian funkcjonowania mechanizméw regulatorowych [SLOTKIN i MAR-
TIENSSEN, 2007]. Pierwszym zidentyfikowanym retrotranspozonem u pszenicy byt WIS 2-
1A. Bonchev i wsp. (2010) badali zmienno$¢ genetyczng pszenicy i1 pszenzyta po traktowaniu
ich zwigzkiem mutagennym EMS. Zaobserwowano zwigkszong ilos¢ transkryptow WIS 2-1A
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u pszenzyta, pomimo iz analizy PCR wykazaty wigksza liczbg kopii WIS 2-1A u pszenicy. W
porownaniu do formy matecznej u pszenzyta obserwowano redukcje liczby sekwencji retro-
transpozonow. Autorzy sugeruja, iz zwigkszona ilo$¢ transkryptow WIS 2-1A u pszenzyta
wywolana jest aktywacja wyciszonych kopii retrotranspozonu [BONCHEV i wsp. 2010]. Ak-
tywacja ro$linnych transpozondow jest zatem efektem hybrydyzacji ewolucyjnie odleglych
genomow. Analizy FISH ukazaty najliczniejsze wystgpowanie retrotranspozonu Nikita w
rejonach heterochromatyny chromosoméw genomu R pszenzyta [BENTO 1 wsp. 2008]. U
pszenzyta zmniejszenie zawarto§ci DNA w wyniku poliploidyzacji skutkuje znaczng utrata
sekwencji retrotranspozondw, gltéwnie pochodzenia ojcowskiego — zytniego. Obserwowana
delecja zytniej heterochromatyny z rejonow telomerowych [MERKER 1976] wywotuje zabu-
rzenia koniugacji chromosoméw w trakcie mejozy oraz niestabilno$¢ cytologiczng pszenzyta
[BENNET 1974].

Badania nad identyfikacja zmian strukturalnych w obrebie genomu pszenzyta wykaza-
ty wystgpowanie substytucji 2R/2D u odmiany ‘Rosner’ [APPELS i wsp. 1982] oraz IR/1D u
odmiany ‘Presto’ [LUKASZEWSKI 2006]. Substytucje te nie sg niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania pszenzyta, gdyz u wielu innych odmian odnotowano wystepowanie siedmiu
chromosomow zytnich [APPELS i wsp. 1982]. Preferencyjna utrata chromosomu zyta 2R o
najwigkszej zawartosci DNA prowadzi do powstania bardziej stabilnego pszenzyta, o ko-
rzystniejszych cechach agronomicznych [GUSTAFSON i1 BENNETT, 1976]. Zhou i wsp.
(2012) zidentyfikowali u odmiany ‘ZH-1’ pszenzyta translokacj¢ 2DS.2DL-?R, wykazujaca
wystepowanie chromosomu 2D z niewielkim fragmentem pochodzenia zytniego na dystalnym
koncu 2DL. Odmiana ta wykazywata odporno$¢ w stosunku do maczniaka prawdziwego oraz
rdzy zdzbtowej [ZHOU i wsp. 2012].

W temeraturze 20°C podziat mejotyczny u Secale cereale trwa ok. 51 godzin, u Triti-
cum durum — ok. 31 godzin, a u hybrydy tych dwéch gatunkéw — Triticosecale ok. 36h
[BENNET 1974]. Rdéznice w czasie trwania mejozy u form rodzicielskich oraz wspomniane
wyzej zmiany strukturalne chromosoméw rodzicielskich oraz modyfikacje genomowe moga
prowadzi¢ do anormalnych zmian w funkcjonowaniu jadra w trakcie mejozy u pszenzyta.
Wynikiem tego moze by¢ przedwczesne rozlaczanie si¢ biwalentow, wystgpowanie uniwalen-
tow oraz powstawanie aneuploidalnych gamet [RUPERT i wsp. 1973; SILKOVA 1 wsp.
2012], co prowadzi do sterylno$ci nasion pszenzyta.

Prowadzone sg liczne prace nad udoskonalaniem cech agronomicznych pszenzyta, a
takze nad zwigkszaniem odporno$ci na czynniki biotyczne i abiotyczne. Pomimo wysokiego
plonowania 1 niskich wymagan odzywczych 1 glebowych, pszenzyto jest glownie stosowane
jako zboze paszowe. Obecnie w Polsce jedyng odmiang stosowang do wypieku chleba jest
‘Pawo’, lecz jej zastosowanie jest ograniczone do rynku lokalnego [KORBAS i MROW-
CZYNSKI, 2011]. Przyczyng tego jest staba jako$¢ wypiekowa pszenzyta w stosunku do
pszenicy. Prowadzone sg jednak liczne badania nad doskonaleniem cech uzytkowych pszen-
zyta, w tym nad zwigckszeniem wartosci wypiekowej zboza [DIVASHUK 1 wsp. 2010]. W
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tym celu tukaszewski [LUKASZEWSKI 2006] za pomoca wielopunktowej translokacji
wprowadzil loci genéw kodujacych zapasowe bialtka ziaren zb6dz — Gli-1 1 Glu-1, zlokalizo-
wane na chromosomie 1D, na miejsce gendéw kodujacych sekaliny Sec-1 1 Sec-3, zlokalizo-
wane na chromosomie 1R. Opisane manipulacje byly mozliwe, poniewaz chromosomy IR i
1D (lub 1B) wykazuja homeologi¢. Duzo prostszag manipulacja byloby zastosowanie substy-
tucji catego chromosomu 1R na 1D [LUKASZEWSKI 2006]. Jednak krotkie rami¢ chromo-
somu 1R wplywa na zwigkszenie biomasy korzeniowej [EHDAIE 1 wsp. 2003], a takze niesie
geny odporno$ci na wiele choréb [WANG 1 wsp. 2009], stanowiac istotng czg$¢ genomu
pszenzyta. Substytucje i translokacje wystepujace u pszenzyta sg takze wykorzystywane do
tworzenia biotestow opartych na zjawisku allelopatii. Substytucje 1R oraz 2R chromosomami
pszenicznymi byty identyfikowane u roslin o wysokiej aktywnosci allelopatii. Fakt ten moze
by¢ wykorzystany do zwigkszenia zdolnosci hamowania rozwoju chwastow przez rosliny
uprawne [BERTHOLDSSON i wsp. 2012]. Do heksaploidalnego pszenzyta (AABBRR)
wprowadzano chromosomy genomu D pszenicy poprzez substytucje 1A/1D oraz 3A/3D.
Spowodowalo to uzyskanie przez badane linie pszenzyta odpornosci na patogennego grzyba
Puccinia triticina oraz odpornosci na porastanie, odzwierciedlajace si¢ w zwigkszonej zdol-
nosci spoczynkowej nasion, wysokiej liczbie opadania oraz niskiej aktywnos$ci a-amylazy w
ziarnie [SODKIEWICZ i wsp. 2011].

Podejmowane sg proby transferu uzytecznych agronomicznie cech do pszenzyta po-
przez krzyzowanie z gatunkami oddalonymi taksonomicznie, np. z Aegilops spp. [GRU-
SZECKA 1 KOWALCZYK, 2002; KWIATEK 1 wsp. 2012], z Agrotriticum sp. czy tez Dasy-
pyrum sp. [ARSENIUK 1 wsp. 1998]. U pszenzyta typu ozimego wykorzystywano takze mig-
dzygenomowa translokacje TSAL.5RL, dzigki ktérej doszto do eliminacji dominujacego genu
jarosci (Vrnl) z chromosomu 5A [EAPINSKI 2003].

Pierwsze proby wytworzenia nowego zboza — pszenzyta, taczacego genomy gatunkdéw
rodzicielskich pszenicy (Triticum sp.) 1 zyta (Secale sp.) miaty miejsce w latach 70-tych XIX
wieku. Zgodnie z wizjg pierwszych naukowcow pracujacych nad hybryda, pszenzyto powin-
no laczy¢ najlepsze cechy obu gatunkoéw rodzicielskich, pszenicy — wysokoplennos¢, wysoka
warto$¢ ziarna (duza zawarto$¢ skrobi oraz biatka o korzystnym skladzie aminokwasowym) i
mozliwo$¢ wielorakiego zastosowania do produkcji artykutow spozywczych, oraz zyta —
zdolnos¢ adaptacji do trudnych warunkow glebowych, mrozoodpornos$¢, odpornos¢ na choro-
by, tolerancje na susze oraz niskie naklady w produkcji zyta [MERGOUM i GOMEZ-
MCPHERSONS, 2004].

Genetycznie pszenzyto (X Triticosecale Wittmack) jest stabilnym amfiploidem niosa-
cym genomy pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L., 2n=42=AABBDD) lub pszenicy
durum (Tritiicum durum, 2n=28=AABB), jako formy matecznej oraz diploidalnego zyta (Se-
cale cereale L., 2n=14=RR), jako formy ojcowskiej. Wigkszo$§¢ dzisiejszych upraw stanowi
pszenzyto typu heksaploidalnego [MERGOUM i GOMEZ-MCPHERSONS, 2004]. Pierwot-
ne prace prowadzone byty na pszenzycie oktoploidalnym (2n=56=AABBDDRR) [MEISTER
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1928; TIUMIAKOV 1930]. Pierwsze doniesienie o hybrydzie pszenica-zyto pochodzi z 1875
roku [MERGOUM i GOMEZ-MCPHERSONS, 2004]. Wilson (1974) w Edynburgu otrzymat
rosliny o cechach posrednich pomigedzy dwoma gatunkami rodzicielskimi, jednak uzyskane
ro$liny byty sterylne, wytwarzajace catkowicie dysfunkcyjne ziarna pytku.

Z definicji, pierwotne pszenzyto jest ptodnym potomkiem, powstatym w wyniku mig-
dzyrodzajowej hybrydyzacji, po ktérej nastepuje podwojenie chromosomédw, formy matecz-
nej gatunku Triticum oraz formy ojcowskiej gatunku Secale [TARKOWSKI 1989]. Pierwsze
ptodne pszenzyto pierwotne uzyskat niemiecki hodowca Rimpau w 1888 roku [RIMPAU
1891]. Rosliny te zawieraly 56 chromosoméw [LINSCHAU i OEHLER, 1935], a wiec byly
formami oktoploidalnymi, a analizy serologiczne potwierdzity wystepowanie skladnikéw
biatkowych pochodzacych od obu gatunkéw rodzicielskich [MORITZ 1933]. Hybrydy te zo-
stalty uznane za pierwsze stabilne pszenzyto. Mieszaniec ten byl ponad 40 lat hodowany na
Uniwersytecie Rolniczym w Wiedniu [TSCHERMAK-SEYSENEGG 1936], gdzie prowa-
dzono réwniez liczne badania nad pszenzytem typu oktoploidalnego. W latach 30-tych Miint-
zing przeprowadzil krzyzowanie pszenzyta oktoploidalnego z pszenica zwyczajng, w celu
poprawy cech agronomicznych pszenzyta [MUNTZING 1955]. W wyniku tego krzyzowania
powstato potomstwo przewyzszajace plennoscig pierwotng forme pszenzyta, jednak nadal
ustepujace pszenicy pod wzgledem plonu, gléwnie ze wzgledu na czgsciowg sterylnosé, ten-
dencie do wylegania oraz stabego wypetniania ziarna [MERGOUM i GOMEZ-
MCPHERSONS, 2004]. Miintzing stwierdzil, iz ze wzgledu na niekorzystne cechy i trudnosci
w pracy nad oktoploidami, dalsze prace nad nowym gatunkiem zboza uprawnego muszg sku-
pi¢ si¢ na formach heksaploidalych.

Duze znaczenie zwlaszcza w tworzeniu form heksaploidalnych pszenzyta odegralo
wprowadzenie metody podwajania chromosomoéw roslinnych przy uzyciu kolchicyny, sub-
stancji chemiczne] wyizolowanej z nasion zimowita jesiennego (Colchicum autumnale)
[BLAKESLEE i AVERY, 1937]. Mieszance pszenzyta odgrywajace wazniejszg rol¢ w pro-
gramach hodowlanych w Poélnocnej Ameryce 1 Europie pochodzity z krzyzowan pomiedzy
uprawnymi odmianami tetraploidalnej pszenicy oraz zyta. Ich uzyskiwanie bylo utatwione
poprzez wykorzystane kolchicyny oraz rozwdj technik kultur zarodkowych na sztucznym
podtozu [MERGOUM i GOMEZ-MCPHERSONS, 2004]. Druga potowa XX wieku obfito-
wala w prace nad nowym ewolucyjnie rodzajem zboza w roznych krajach. W 1948 roku
O’Mara uzyskat mieszance pierwotne heksaploidalnego pszenzyta na Uniwersytecie w Mis-
souri, Stany Zjednoczone, inne hybrydy zostaly wyprodukowane w Japonii przez Nakajima
[NAKAJIMA 1950], w Hiszpanii przez Sanchez-Monge [SANCHEZ-MONGE 1959], na
Wegrzech przez Kiss [KISS 1971] oraz w Zwigzku Radzieckim przez Pissarev [PISSAREV
1966]. Prowadzone od 1959 roku programy hodowlane i1 cytogenetyczne obejmujace selekcje
udoskonalonych rekombinantow, a takze uzyskiwanie nowych form pierwotnych pszenzyta
prowadzone na Uniwersytecie w Manitoba, Kanada, doprowadzity do stworzenia kolekcji

oryginalnych mieszancow pszenzyta z catego §wiata. W latach 50-tych XX wieku zespoty
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naukowcow prowadzone przez Kiss oraz Pissrev prowadzity krzyzowania pomig¢dzy oktoplo-
idalnymi 1 heksaploidalnymi formami pszenzyta, uzyskujac potomstwo mieszancoOw wtornych
z udoskonalonymi cechami agronomicznymi w poréwnaniu do swoich form rodzicielskich
[KISS 1971; PISSAREV 1966]. Mieszance wtorne cechowaty si¢ stabilng mejoza, wysoka
ptodnoscia, dobra jakos$cia ziaren, nizsza aktywnoscig amylazy oraz wyzszg zawarto$cig lizy-
ny [ZILLINSKY 1974]. Kiss uzyskal dwie, pierwsze odmiany pszenzyta: ‘Triticale No.57’
oraz ‘Triticale No.64’, ktére zostaty wtaczone w program National Yield Trials w 1965 roku,
a nastgpnie po trzech latach zostaty dopuszczone do komercyjnej produkcji i rok pdzniej zaj-
mowaly juz 40 000 ha uprawnych na Wegrzech. W 1969 roku dwie inne odmiany: kanadyjska
‘Rosner’ oraz hiszpanska ‘Cachurulu’ [SANCHEZ-MONGE 1973] zostaty wprowadzone do
produkcji towarowej, a w 1970 roku Kiss opatentowat niemiecka odmiane ‘B6kold” [ARSE-
NIUK 2002]. W 1966 roku rozpoczgto prace nad pszenzytem w osrodku CIMMYT pod kie-
rownictwem N.E. Borlaug, a nastepnie Zillinsky (od 1968 roku). Celem CIMMYT byto stwo-
rzenie zboza, ktore bytoby konkurencyjne w stosunku do innych zb6z uprawnych, szczegdlnie
w zakresie poprawy zywienia ludzi w krajach rozwijajacych si¢ [ZILLINSKY 1974]. Pierw-
sze prace dotyczyly gtdéwnie wykorzystania kolekcji genotypdéw pszenzyta z Uniwersytetu
Manitoba w celu ich skrzyzowania z meksykanska, niewrazliwa na fotoperiod, pszenicg kar-
towa oraz selekcje potomstwa w skrajnie r6znych srodowiskach. Wynikiem tych dos§wiadczen
byto uzyskanie w roku 1968 odmiany ‘Armadillo’ o wyzszej ptodnosci, jako$ci ziarna oraz
niewrazliwos$ci na fotoperiod [ZILLINSKY i BORLAUG, 1971]. Do konca roku 1970 ‘Ar-
madillo’ znajdowato si¢ w rodowodach wiasciwie kazdej linii pszenzyta [MERGOUM 1
GOMEZ-MCPHERSONS, 2004]. Kolejne prace dotyczyty wprowadzania dodatkowych cech
do pszenzyta, takich jak odpornos¢ na wyleganie poprzez skrocong stomg, wysokoplennosé
oraz szersza adaptacja. Przeprowadzono krzyzowania pomiedzy podstawowym oktoploidem
‘Maya 2’ (opartym na cze¢sciowo kartowatej pszenicy ‘INIA 66’) a odmiang ‘Armadillo’. W
wyniku tych krzyzowan uzyskano odmiang ‘M2A’ stanowigca forme rodzicielska dla wielu
odmian (np. ‘Mapache’), ktorych sredni plon w latach 1977-1978 byt wyzszy od plonow kaz-
dej z 50 najlepszych pszenic CIMMYT [ZILLINSKY 1985]. Po 15 latach od uzyskania
pierwszej hybrydy pszenica-zyto (po 30 cyklach selekcji) w Meksyku pszenzyto uznano za
globalnie skomercjalizowang rosling uprawng. Do 2000 roku w wyniku dziatalno$ci CIM-
MYT stworzonych zostato 146 odmian pszenicy jarej w 23 krajach na pigciu kontynentach.
W Polsce zainteresowanie pszenzytem byto zwigzane z wystepowaniem duzej ilosci
gleb lekkich i zakwaszonych w puli gruntéw ornych, a co za tym idzie duzym udziatem Zyta
w produkcji zbozowej. Pszenzyto wydawato si¢ by¢ alternatywa dla zyta [ARSENIUK 2002].
W Polsce w 1982 roku T. Wolski zarejestrowal pierwsza odmiane pszenzyta — ‘Lasko’. [AR-
SENIUK 2002]. Mimo, iz odmiana ta charakteryzowata si¢ niskag mrozoodpornoscia 1 prak-
tycznie nie byla uprawiana w Polsce, to weszta do rejestrow wielu innych panstw, w tym
Niemiec czy Francji. Obecnie ‘Lasko’ znajduje si¢ w rodowodach wigkszo$ci wspolczesnie
uprawianych odmian [ARSENIUK i OLEKSIAK, 2009]. Do znaczacych polskich odmian
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pszenzyta nalezg zarejestrowane w 2000 roku odmiany ‘Tornado’, ‘Kitaro’ i ‘Kazo’, wykazu-
jace si¢ wysokim potencjalem plonowania, oraz mrozoodporna odmiana ‘Janko’. Odmiany o
skréconych stomach, wykazujace podwyzszong odpornos¢ na wyleganie to ‘Bogo’ (1993
rok), ‘Fidelio’ 1 “Woltario’ (1997 rok) [ARSENIUK 2002]. W 1998 roku firma DANKO Ho-
dowla Roslin Sp. z o0.0 =zarejestrowata odmian¢ pszenzyta ozimego ‘Lamberto’
[http://www.coboru.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=1828]. W wyniku prac prowadzo-
nych w licznych o$rodkach naukowych (dawnego Zjednoczenia Hodowli Roslin Uprawnych,
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin, Akademii Rolniczej w Lublinie przez Cz. Tarkow-
skiego) Polska stata si¢ wiodacym krajem w uprawie pszenzyta. W 2011 roku obszar upraw
pszenzyta w Polsce wynosit blisko 1.3 miIn ha, natomiast zbiory wynosity 4.2 min ton. Dla
porownania obszar uprawy pszenicy stanowit 2.3 miln ha, a zbiory wyniosty 9.3 min ton, dla
zyta byly to warto$ci odpowiednio 1.1 mln ha oraz 2.6 mln ton [CYPELT 2011].

Najwickszymi producentami pszenzyta na §wiecie s3: Polska (okoto 1.3—1.5 min ha),
Niemcy, Biatoru$ i Rosja (0.5 mln ha) oraz Francja (0.4 mln ha). Wzrost powierzchni zasie-
wow pszenzyta w Polsce nastgpil kosztem zmniejszenia uprawy przede wszystkim zyta i
pszenicy. Polskie odmiany uwaza si¢ powszechnie za najwydajniejsze na §wiecie i dlatego sg
zarejestrowane w wigkszosci krajow europejskich, gdzie stanowig do 70—80% odmian uprawy
pszenzyta [KORBAS i MROWCZYNSKI, 2011].

1.2. Blumeria graminis — patogen grzybowy pszenzyta

1.2.1. Charakterystyka Blumeria graminis

Maczniak prawdziwy to pospolita choroba zb6z, traw 1 innych ro$lin uprawnych, wy-
wotywana przez patogennego grzyba - Blumeria graminis DC. (synonim Erysiphe graminis
DC.). Ze zb6z najczescie] poraza pszenice 1 jeczmien, w nieco mniejszym stopniu zyto i
owies. Znaczenie choroby od niedawna jest takze podkreslane w hodowli pszenzyta — zboza,
ktére na tle gatunkow rodzicielskich przez wiele lat wyrdznialo si¢ zdecydowanie wyzsza
zdrowotnoscig lub wrecz catkowita odpornoscig na porazenie przez Blumeria graminis [KO-
WALCZYK 2005]. Zboza sg porazane przez cztery sposrod osmiu rozpoznanych w gatunku
B. graminis form specjalnych. Wszystkie gatunki z rodzajow Hordeum, Secale 1 Triticum po-
razane s3 odpowiednio przez B. graminis f. sp. hordei, B. graminis f. sp. secalis i1 B. graminis
f. sp. tritici. Gatunki Avena spp. 1 Arrhenaterum spp. poraza natomiast B. graminis f. sp. ave-
nae. Pszenzyto jest takze porazane przez forme specjalng f. sp. ritici, jednakze Wakulinski 1
wsp. (2007) oraz Strzembicka (2007) wskazuja na wystepowanie na tym gospodarzu wyspe-
cjalizowanego biotypu patogena.

1.2.2. Przebieg procesu chorobowego wywolanego przez Blumeria graminis
Wszystkie gatunki grzybow rodzaju Erysiphales, w tym Blumeria graminis, to pasozy-

ty obligatoryjne, wymagajace zywej rosliny-gospodarza do wzrostu i rozmnazania. Jest to
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spore utrudnienie w prowadzeniu prac do$wiadczalnych, gdyz gatunek ten nie mozne by¢
hodowany na podtozach odzywczych w warunkach sterylnych, bez kontaktu z rosling gospo-
darza [AGRIOS 2004]. Patogeneza rosliny jest ztozonym procesem biologicznym, ktoéry zale-
zy od trzech elementow: patogenu, czyli czynnika chorobotwoérczego; rosliny gospodarza oraz
sprzyjajacych warunkow s$rodowiska. Te elementy musza dziata¢ na siebie w okreslonym
czasie, aby moglo doj$¢ do wystgpienia choroby, brak ktoregokolwiek z nich spowoduje za-
hamowanie lub niewystapienie patogenezy. Choroba rozpoczyna si¢ w momencie zetkniecia
patogena z ro$ling, moze si¢ natomiast skonczy¢ $miercig rosliny lub jej wyzdrowieniem
[FIEDOROW 1 wsp. 2006]. Jednak maczniaki prawdziwe rzadko powoduja nekroz¢ tkanek
swojego gospodarza. Wykorzystujg raczej jego substancje odzywcze, zmniejszajac fotosynte-
z¢, zwigkszajac respiracje, transpiracje oraz uposledzajac wzrost rosliny [AGRIOS 2004].

Pierwszym etapem patogenezy jest infekcja (zakazenie), kiedy to dochodzi do nawia-
zania kontaktu patogenu z ros$ling; w przypadku grzybéw ma ona charakter bierny. Patogen
nie dokonuje wtargnigcia do komorek rosliny, lecz wzrasta na jego powierzchni, a substancje
odzywcze czerpie z komorek epidermalnych za pomocg specjalnego organu zwanego hausto-
rium. Infekcje mozna podzieli¢ na 4 fazy (Ryc. 1.1): inokulacja, pobudzenie i1 kietkowanie
zarodnikéw, penetracja oraz nawigzanie pasozytniczego kontaktu z rosling-gospodarzem.
Dwie pierwsze fazy: inokulacja (moment wylagdowania zarodnika konidialnego na po-
wierzchni ro$liny gospodarza — Ryc. 1.1A) oraz kietkowanie zarodnikow wymagaja optymal-
nych warunkéw srodowiskowych, w szczegdlnosci wysokiej wilgotnosci oraz umiarkowane;j
temperatury [FIEDOROW 1 wsp. 2006]. Najdogodniejszg porg roku dla wzrostu i rozwoju
maczniakdéw jest pora wiosenna, kiedy to wzrasta temperatura oraz wystgpuje wysoka wilgot-
no$¢ powietrza. Maczniaki prawdziwe wykazuja najwigksza wydajnos¢ kietkowania przy
relatywnie wysokiej wilgotno$ci wynoszacej >95% oraz w zakresie temperatur powietrza od
10 do 22°C. Rozwdj choroby zostaje jednak szybko spowolniony przy temperaturze przekra-
czajacej 25°C [TE BEEST 1 wsp. 2008]. Mniejsza rolg¢ w przebiegu infekcji odgrywa $wiatto,
gdyz wigkszo$¢ zarodnikow grzybow, w tym maczniak prawdziwy moze kietkowaé rownie
dobrze przy swietle, jak 1 w ciemno$ci [FIEDOROW 1 wsp. 2006].

Z badan Te Beest 1 wsp. (2008) wynika, ze takze wiatr wystepujacy we wczesnej po-
rze wiosennej jest czynnikiem pogodowym wplywajacym na wystgpowanie niszczacych epi-
demii maczniakow, a duza sita wiatru wykazuje negatywny wptyw na prawdopodobienstwo
wystapienia infekcji. Wiat odgrywa wazng rolg w procesie rozprzestrzeniania inokulum
maczniakow prawdziwych, jednak jego rola jest bardziej istotna przy utrzymywaniu wysokiej
wilgotnos$ci powietrza [TE BEEST i wsp. 2008].

W drugiej fazie infekcji zarodniki maczniaka prawdziwego kietkuja 1 po uptywie 0.5-2
godzin, formuja krotka, podstawowsa strzgpke kietkowa (PGT) o dhugosci ok. 10 um, a na-
stepnie, po 4-8 godzinach, ,,wtorng” strzepke kietkowa (AGT) [OPALSKI 1 wsp. 2006] (Ryc.
1.1 B). Po 9-12 godzinach w wyniku wydtuzania strzgpki kietkowej do ok. 30-40 um, a na-

stepnie jej pecznienia powstaje zasadniczy organ penetracyjny — ang. appressorium, zwany
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przycistka [OPALSKI i wsp. 2006; ZHANG 1 wsp. 2005]. Dzieki specjalnej wydzielinie or-
gan ten przykleja si¢ do powierzchni rosliny, w ten sposéb utrzymuje patogena na roslinie,
chronigc nawet przed silnym deszczem [HUCKELHOVEN 2005; FIEDOROW i wsp. 2006].
Z apresorium, w wyniku jego pgcznienia, w ciggu 12 godzin wyrasta strzgpka infekcyjna
(ang. infection peg), ktéra ma za zadanie zniszczy¢ bton¢ epidermalng gospodarza i dokona¢
penetracji w giab komorki (Ryc. 1.1 C).

A gorna powierzchnia

liscia
.-
\

ENLNNNNNNn

Wﬂﬂ ) ﬂ ARG £

D

PGT | apresorium | 1 pGcT |

| apresorium |

: strzepka infekcyjna I l ‘[ ]

AEAAAA AERA AR
L MNT

szparkowe powierzchnia liscia

Ryec. 1.1. Przebieg patogenezy wywotywanej przez Blumeria graminis. A. Inokulacja — wyla-
dowanie konidiospory na powierzchni rosliny gospodarza; B. Pobudzenie i kietkowanie koni-
dium; C. Penetracja — przedostawanie si¢ patogenu do wnetrza rosliny; D. Nawigzanie paso-
zytniczego kontaktu z rosling-gospodarzem. Objasnienia skrotow w tekscie.

Moment wytworzenia strzgpki infekcyjnej jest poczatkiem trzeciej fazy infekcji — pe-
netracji. W przypadku grzybéw powodujacych maczniaki prawdziwe (rzad Erysiphales) do
penetracji dochodzi najczesciej bezposrednio przez nieuszkodzong tkanke okrywajacg pokryta
kutykula. Penetracja zachodzi zar6wno dzigki reakcjom enzymatycznym, jak i mechaniczne-
mu uszkodzeniu tkanki przez klinowata ksztattem strzgpke infekcyjna, ktora wywiera silny
nacisk na $cian¢ komorki roslinnej (okoto 686 kPa). Reakcje enzymatyczne polegaja na wy-
dzielaniu przez patogen odpowiednich enzymdw np. kutynaz, rozktadajacych kutykulg oraz
celulaz 1 pektynaz, rozkladajacych $ciang komorkowsa. Dzigki synchronizacji tych dwoéch
czynnikdw wytwarzany jest w §cianie komoérkowej rosliny kanalik o $rednicy 0.2-2 pm, przez
ktory przeciska si¢ strzgpka infekcyjna, dostajac sie¢ do srodka komorki epidermalnej. Tam
powstaje palczasty organ — haustorium, ktorego zadaniem jest absorbowanie wody oraz sub-

stancji odzywczych z wnetrza komorki gospodarza. Organ ten jako jedyny dokonuje wtar-
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gnigcia do wngtrza komorki rosliny (Ryc. 1.1 D). Powstanie haustorium konczy faz¢ penetra-
cji i rozpoczyna faz¢ nawigzania kontaktu pasozytniczego z rosling. Polega ona na pobieraniu
przez patogen wody i substancji odzywczych, dzigki funkcjonowaniu enzymow i toksyn pa-
togena w komorkach rosliny-gospodarza [FIEDOROW i wsp. 2006; ZHANG 1 wsp. 2005].
Mimo, iz haustorium to organ, ktory penetruje w gtab komorki gospodarza, to nie jest on zlo-
kalizowany catkowicie wewnatrzkomorkowo. Haustorium jest bowiem oddzielone od cyto-
plazmy gospodarza przez specyficzng bton¢ komoérkowag wytworzonag przez zainfekowang
komorke gospodarza, nazywang blong zewnatrzhaustorialng (EHM, Ryc. 1.2). Pomig¢dzy
EHM oraz $ciang komorkowa haustorium znajduje si¢ zelowa, amorficzna, bogata w weglo-
wodany warstwa nazywana matriks zewnatrzhaustorialng (EHMAT) [PANSTRUGA 2003].
Na przyktadzie jeczmienia stwierdzono, iz pobdr metabolitow w obrebie haustorium przez
patogena, w tym aminokwaséw i weglowodandw, najprawdopodobniej odbywa si¢ na drodze
symportu napedzanego gradientem protonéw generowanym przez aktywno$¢ H'-ATPazy
wystepujacej w btonie komodrkowej haustorium [GODFREY 1 wsp. 2009], co moze sugero-
wac podobny mechanizm u pszenzyta.

W wyniku zasilania substancjami odzywczymi pochodzenia ro§linnego patogen moze
wzrastac 1 rozwijac si¢, co prowadzi do formowania dodatkowe;j sieci grzybni oraz powstania
dodatkowych apresoriow. Prowadzi to do penetracji sasiednich komorek epidermalnych go-
spodarza 1 wytworzenia w nich kolejnych haustoriow [OPALSKI i wsp. 2006; RINGEL-
MANN i wsp. 2009]. W ciagu roku grzyby wywotujace maczniaka prawdziwego przechodza
przez dwa wyrazne stadia, r6znigce si¢ sposobem rozmnazania. Wiosng 1 latem wytwarzajg
one organy rozmnazania wegetatywnego — konidia, jesienig lub péznym latem — organy roz-
mnazania ptciowego [SZWEYKOWSKA 1 SZWEYKOWSKI, 1998]. Ze wzgledu na fakt, iz
niniejsza praca dotyczy odpornos$ci pszenzyta na Blumeria graminis ocenianej w porze letniej,
dalsze etapy przebiegu procesu chorobowego opisane sg dla form wegetatywnych, wytwarza-
nych w okresie wiosenno-letnim.

Drugim etapem procesu chorobowego powodujacego maczniaka prawdziwego jest in-
kubacja patogenu, czyli jego wyleganie. Podobnie jak infekcja, jest to okres bezobjawowy,
trwa od czasu zakonczenia etapu pierwszego — infekcji, do wystapienia pierwszych objawow
chorobowych, czyli trzeciego etapu — symptomacji (choroby wlasciwej). W okresie wylggania
patogen pobiera pokarm z komorek gospodarza za pomocg rozgatezionych haustoriow, zwa-
nych niekiedy ssawkami, bedacymi wypustkami strzepek grzybniowych [FIEDOROW 1 wsp.
2006; ZHANG i wsp. 2005]. W przypadku maczniakéw prawdziwych haustoria wytwarzane
sa tylko w komorkach epidermalnych ro$liny, natomiast grzyby z rz¢du Uredinales (rdzawni-
kowce, do ktorych nalezy np. grzyb wywotujacy rdze brunatng zyta) zapuszczaja ssawki, az
do komérek migkiszowych gospodarza. Etap inkubacji w okresie migdzy majem a wrzesniem
trwa od 5 do 8 dni [JENKYN 1973], a wigc znacznie dluzej niz infekcja. Dlugos$¢ trwania
inkubacji zalezy przede wszystkim od temperatury oraz odpornosci rosliny-gospodarza — u
odmian bardziej odpornych wyleganie trwa dtuzej, niz u mniej odpornych.
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Z chwilg wystapienia pierwszych objawdw chorobowych rozpoczyna si¢ etap choroby
wlasciwej, symptomacji. W wyniku zmian, jakie spowodowalo wtargnigcie patogenicznego
grzyba do komorek gospodarza nastepuje zmiana przebiegu procesow fizjologicznych rosliny,
a takze powstajg widoczne zmiany wewnatrz i na powierzchni ro$liny [FIEDOROW i wsp.
2006]. W wyniku skutecznej penetracji komoérki gospodarza dochodzi do proliferacji grzybni
na powierzchni li§cia. Po uptywie okoto 3-5 dni od inokulacji powstajg konidiospory produ-
kujace bezplciowe zarodniki, zwane konidiami, ktore moga by¢ rozprzestrzeniane poprzez
wiatr na inne rosliny-gospodarze [FIEDOROW 1 wsp. 2006]. Konidia maczniaka prawdziwe-
go to oble, szkliste spory o $rednicy od 10 do 40 um, produkowane przez konidiofory w for-
mie tancuchow, z ktérych szczytowe konidia wystepuja w stanie najbardziej dojrzatym. Pro-
dukcja konidiéw jest bardzo wydajna, pojedyncza kolonia konidioforéw moze formowaé¢ do
200 tys. konidiow.

| sciana komdrkowa roéliny-gospodarza |

I SQuon) epicenmy to st aackedas I | btona komdrkowa rosliny-gospodarza |

7
btona Y

AR T | btona komérkowa patogenu |

matriks haustorium patogena |

zewnatrzhaustorialna I

* | sciana komorkowa patogenu |

Ryc. 1.2. Schematyczna budowa haustorium na podstawie Panstruga i wsp. (2003) oraz
Zhang 1 wsp. (2005).

Patogeny grzybowe moga zasiedla¢ wszystkie tkanki rosliny lub tylko niektére z nich.
Przykladem grzyba, ktory atakuje wszystkie organy 1 tkanki rosliny-gospodarza jest Botrytis
cinerea, ktory powoduje chorobg zwang szarg plesnig. Do bardziej wyspecjalizowanych grzy-
bow nalezg te z rzedu Erysiphales, zasiedlajace tylko niektore miejsca w roslinie. Jak juz
wspomniano wczesniej Blumeria graminis penetruje tylko do komoérek epidermalnych, nie
infekujac komorek 1 glebiej potozonych tkanek. Grzyb ten rozwija swoja grzybni¢ na po-
wierzchni porazonych organdéw: lisci, pedéw, a nawet kwiatow. Porazone organy maja ogra-
niczong asymilacje i zwigkszong transpiracj¢, w zwiazku z czym wysychaja i przedwczesnie
zamieraja, a cata roslina jest niedozywiona [FIEDOROW 1 wsp. 2006]. Charakterystyczng
cechg wszystkich maczniakow prawdziwych jest powstawanie maczystego, aksamitnego na-

lotu na r6znych nadziemnych czg¢$ciach roslin: lisciach, lodydze, a nawet na platkach kwiatéw
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zainfekowanych ros$lin. Nalot ten stanowia skupienia grzybni (rozwijajacej si¢ wtornie ze
strzepki kietkujacej), trzonkoéw 1 zarodnikoéw konidialnych, w ktérych po pewnym czasie po-
wstajg kleistotecja (owocniki) w postaci brunatnych ziarenek o $rednicy okoto 0.1-0.5mm.
Ksztalt strzepek, liczba workéw w kleistotecjach oraz typ zarodnikowania konidialnego sa
podstawa do wyrdznienia szeregu rodzajow: Blumeria, Erysiphe, Sphaerotheca, Podosphae-
ra, Microsphaera, Uncinula, Phylloactina 1 Leveillula, ktore wystepuja na wielu gatunkach
ro$lin uprawnych i dziko rosnacych [EICHMANN i HUCKELHOVEN, 2008; FIEDOROW i
wsp. 2006].

1.3. Odpornosé roslin

Liczne czynniki stresowe, w tym patogenny grzybowe, dzialaja na rosliny w ciagle
zmieniajacym si¢ §rodowisku naturalnym. Jedynie patogeny, ktére sg zdolne do uniknigcia
rozpoznania i/lub zahamowania mechanizméw odpowiedzi rosliny-gospodarza, maja mozli-
wos$¢ wywotania zmian chorobotwoérczych. Odpornos¢ roslin jest wigc zjawiskiem powszech-
nym, ktore jest rezultatem adaptacji ewolucyjnej roslin do warunkow $rodowiska, zarowno
pod wzgledem czynnikdéw biotycznych, jak i abiotycznych. Odpornosé okreslana jest whasci-
wosciami ro$liny, ktore chronig ja przed atakiem patogenu potencjalnie zdolnego do wywota-
nia choroby [FIEDOROW i wsp. 2006]. Odporno$¢ roslin jest w rzeczywisto$ci sumg oddzia-
tywania trzech elementéw: czynnika chorobotwdrczego — patogenu, predyspozycji rosliny-
gospodarza oraz wplywu $srodowiska. Odpornos¢ jest definiowana jako zdolnos$¢ rosliny do
powstrzymania rozwoju patogena (lub szkodnika). Pewnym rodzajem odpornos$ci jest tzw.
tolerancja, ktorej wystgpowanie nie prowadzi do oslabienia plonowania. W przypadku wyste-
powania tolerancji rosliny, mimo nawigzania kontaktu pasozytniczego, patogen nie jest zdol-
ny do zaklocenia jej funkcji fizjologicznych [KOZLOWSKA 1 KONIECZNY, 2003]. Mato
specyficznym 1 efektywnym rodzajem odpornosci jest tzw. odporno$¢ powszechna, inaczej
niegospodarza (ang. non-host resistance). Jest ona definiowana jako niezdolno$¢ organizmu
patogena do przetamania barier obronnych ro$liny, dzigki mechanizmom ograniczajacym lub
uniemozliwiajagcym rozwo6j choroby. Odpornos¢ specyficzna, zwana odpornoscig gospodarza
(ang. host resistance) wystepuje tylko wtedy, gdy okreslony gatunek ros§liny moze petnic rolg
gospodarza dla wyspecjalizowanych patogenéw. Jest ona zwigzania z wspotoddziatywaniem
organizmu chorobotworczego z rosling 1 moze by¢ warunkowana oligo- lub poligenowo, a
takze wykazywac charakter pionowy lub poziomy [KOZLOWSKA 1 KONIECZNY, 2003].

1.3.1. Odpornos¢ roslin warunkowana czynnikami genetycznymi

Odporno$¢ uwarunkowana genetycznie poprzez obecnos¢ jednego, kilku lub wielu ge-
noéw u roslin jest nazywana odpornoscig wiasciwg. W tym rodzaju odpornosci gospodarz i
patogen sa mniej lub bardziej niekompatybilne (niezgodne) w stosunku do siebie, przy czym
niezgodnos$¢ ta moze by¢ warunkowana wlasciwo$ciami anatomiczno-strukturalnymi, bio-

chemicznymi (np. brak wzajemnego rozpoznania chemicznego) czy tez mozliwo$cia wywo-
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fania reakcji obronnych przez ro$ling, aktywowanych w odpowiedzi na infekcje patogena
[AGRIOS 2004; KOZLOWSKA i KONIECZNY, 2003]. Odpornos¢ wtasciwa jest charakte-
rystyczna dla okreslonego genotypu, czesto takze dla odmiany rosliny, oraz dla konkretnego
czynnika chorobotworczego. Cechami tego rodzaju odpornosci jest relatywnos$¢ oraz stop-
niowanie, co oznacza, ze réznice w obserwowanych objawach chorobowych sa wzgledne. W
kategoriach genetycznych wyr6znione zostaty dwa rodzaje odpornosci wiasciwej: pozioma
oraz pionowa [KOZLOWSKA i KONIECZNY, 2003].

Odporno$¢ pozioma (polowa, wzgledna, iloSciowa) jest warunkowana przez geny w
liczbie od kilku do kilkuset [AGRIOS 2004]. Aktywno$¢ jednego genu odpornosci poziome;j
odgrywa zwykle nieznaczng rolg. Dopiero wspotdziatanie kilku genéw prowadzi do indukcji
mechanizméw obronnych rosliny i/lub wystepowania proceséw fizjologicznych prowadza-
cych do wytwarzania struktur ochronnych roslin. Odpornos¢ pozioma charakteryzuje si¢ nie-
specyficznoscig rasowa, czyli jest skuteczna wzgledem réznych ras patogenu; wzgledng trwa-
toscia, moze ulega¢ zmianom w zaleznosci od warunkéw Srodowiska; oraz trudnoscia do
przelamania, patogen potrzebuje duzo wigcej czasu (w stosunku do odpornosci pionowej),
aby ja przetama¢. Nie chroni jednak catkowicie roslin przed infekcja danym patogen, ale po-
przez ograniczenie jego zarodnikowania i rozprzestrzeniania, hamuje rozwoj patogenu na
ro$linie [AGRIOS 2004; FIEDOROW i wsp. 2006; KOZLOWSKA i KONIECZNY, 2003].
W zalezno$ci od stopnia odpornos$ci rosliny, przy nizszym poziomie odpornosci poziome;j,
odpowiedz rosliny na wirulentne patogeny jest aktywowana znacznie wolniej oraz jest mniej
efektywna, co w rezultacie prowadzi do rozwoju infekcji [ZHOU 1 wsp. 1999].

W aspekcie odpornos$ci poziomej obrona rosliny przed infekcja Blumeria graminis za-
lezy od stopnia zaawansowania mechanizméw penetracji patogena. Przed wtargnigciem do
komorki epidermalnej gospodarza indukowana jest obrona ,,przed penetracyjna”, natomiast
po utworzeniu strzepki infekcyjnej mozna moéwi¢ o obronie ,,po penetracyjnej” (Ryc. 1.3).
Pierwsza z nich rozpoczyna si¢ od wewnatrzkomdrkowych zmian sktadu i struktury $ciany
komorkowej ksztattowanych poprzez apozycj¢ 1 tworzenie tzw. CWAs. CWAs tworza papil-
lae, charakterystyczne struktury zlokalizowane w komorkach epidermalnych zaatakowanej
ro$liny, przylegajacych do apresorium i strzepki infekcyjnej [EICHMANN i HUCKELHOV-
EN, 2008; VON ROPENACK i wsp. 1998]. CWAs mogg stanowi¢ bariere mechaniczng i
chemiczng dla czynnikow hydrolitycznych 1 osmotycznych wytwarzanych przez apresorium
patogena. CWAs sktadaja si¢ gléwnie z kalozy, zwigzkow krzemu, fenoli, zwigzkéw guani-
dyny [THORDAL-CHRISTENSEN 1 wsp. 1997] oraz réznorodnych biatek $ciany komorko-
wej [HUCKELHOVEN 2005; THORDAL-CHRISTENSEN i wsp. 1997]. Do uformowania
CWAs dodatkowo wymagana jest reorganizacja cytoszkieletu. U jeczmienia po ataku B. gra-
minis obserwowano polaryzacje cytoszkieletu aktynowego w kierunku miejsca penetracji pa-
togena [TAKEMOTO i HARDHAM, 2004]. Stwierdzono, iz wazng rol¢ w reakcji obronne;j
ro$liny odgrywaja reaktywne formy tlenu, ROS. W trakcie tworzenia papillae dochodzi do
nagromadzenia nadtleneku wodoru (H,O,), ktory wraz z peroksydazami, jest bezposrednio
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zaangazowany w modyfikacje §ciany komoérkowej poprzez lignifikacje (obecnie wiadomo, iz
B.graminis nie jest zdolny do rozpuszczania ligniny oraz katalizowang peroksydaza polimery-
zacje molekul, np. biatek [HUCKELHOVEN 2005]). Prowadzi to do wzmocnienia struktury
sciany komorkowej i utrudnienia penetracji przez patogena [THORDAL-CHRISTENSEN i
wsp. 1997].

Dodatkowsg lini¢ defensywy przed infekcja patogenem stanowi obrona ,,po penetracyj-
na”, powodujgca zaktocenie zdolnosci do pobierania substancji odzywczych przez hausto-
rium. Nastepuje indukcja reakcji nadwrazliwosci (HR) i1 zwigzana z nig zaprogramowana
$mieré komorki (PCD), zaatakowanej i/lub kilku otaczajacych komorek. W tej fazie takze
dochodzi do akumulacji nadtlenku wodoru, ktéry moze dziata¢ na dwa sposoby. Po pierwsze
stanowi czastke¢ sygnatowa zapoczatkowujaca PCD, a po drugie jest czynnikiem grzyboboj-
czym, niedopuszczajagcym do supresji $mierci komorki przez patogena [TRUJILLO i wsp.
2004]. Akumulacja jonéw Fe’* stymuluje takze wystapienie tzw. wybuchu oksydacyjnego w
miejscu penetracji patogenu. Wybuch oksydacyjny aktywuje wiele reakcji obronnych roslin
prowadzacych w konsekwencji do wystgpienia HR oraz PCD [EICHMANN i HUCKEL-
HOVEN, 2008].

Podstawowe mechanizmy obronne ro$liny moga zosta¢ zainicjowane, poniewaz
wszystkie patogeny infekujace rosline niosg ze soba wzorce molekularne zwigzane z patoge-
nezg tzw. PAMPs [THORDAL-CHRISTENSEN 1 wsp. 1997]. Te wzorce sa powszechnie
rozpoznawane przez rosling jako obce molekuly, w sposéb porownywalny do wrodzonego
uktadu odpornosciowego u ssakéw. PAMPs stanowig np. polisacharydy $ciany komodrkowe;j
grzybow [NURNBERGER i BRUNNER, 2002] i s3 identyfikowane przez rozpoznajace
wzorce receptory tzw. PRRs znajdujace si¢ w btonie komorkowej roslin [EICHMANN i
HUCKELHOVEN, 2008]. Dalsze etapy rozpoznania PAMPs stanowi kaskada sygnatowa
kinaz MAP, produkcja ROS, przeptyw jondw, indukcja gendow zwigzanych z patogenezg tzw.
gendw PR oraz fosforylacja biatek [LIPKA 1 wsp. 2008]. Produktami genéw PR sg biatka
indukowane patogeneza, a naleza do nich m.in. geny PENI oraz PAD3. Produkty ekspresji
genu PENI ograniczaja mozliwo$¢ penetracji B.graminis [NURNBERGER i LIPKA, 2005].
Jednym z nich jest ro$linna syntaksyna, ktora wystepuje w miejscu ataku patogenu oraz jest
odpowiedzialna za czasowa depozycj¢ kalozy oraz elementow btony zewnatrzkomodrkowej
rosliny [NIELSEN i THORDAL-CHRISTENSEN, 2012]. Ekspresja genu PAD3 zwigzana
jest z produkcja kamaleksyny, niskoczasteczkowej fitoaleksyny, bedacej metabolitem wtor-
nym syntetyzowanym de novo w odpowiedzi na infekcj¢ patogenu. Kamaleksyna jest groma-
dzona w miejscu penetracji patogenu w st¢zeniach hamujacych jego rozw¢éj. Wedhug Zhou i
wsp. (1999) mutanty Arabidopsis z niedoborem fitoaleksyny — pad3, (ang. phytoalexin defi-
cient 3) wykazywaly ograniczong odpornos¢ na infekcje B.graminis.
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Ryec. 1.3. Ztozony schemat rozpoznania patogena przez rosling niegospodarza 1 indukcji reak-
cji obronnych. Objasnienia skrotow w tekscie. W oparciu o prace Niirnberger i Lipka (2005).

Odpornos¢ pionowa (wertykalna, gtowna, jakosciowa), zwigzana z genami R, jest ra-
sowo specyficzna. Geny odpornosci na choroby u roslin — geny R, koduja biatka rozpoznajace
patogena. Mechanizm tej odpornosci oparty jest na hipotezie ‘gen na gen’ [STASKAWICZ
2001]. Podstawa tej teorii jest fakt, iz rosliny posiadaja pojedyncze geny odpornosci, ktore
specyficznie rozpoznajg patogeny, posiadajace komplementarne geny awirulencji. Geny awi-
rulencji sg definiowane jako geny patogena, kodujace odpowiednie produkty biatkowe, ktore
moga by¢ rozpoznane bezposrednio lub posrednio tylko przez te rosliny, ktore posiadaja
komplementarne geny R (teoria komplementarnosci genéw) [BORRAS-HIDALGO 2004;
EICHMANN i HUCKELHOVEN, 2008]. Odporno$¢ ‘gen-na-gen’ nie jest wyzwalana przez
wirulentne patogeny [ZHOU 1 wsp. 1999]. Odporno$¢ rosliny moze by¢ zapewniona przez
pojedynczy gen odpornosci, jak w przypadku jeczmienia, gdzie catkowita odpornos¢ jest wa-
runkowana wystepowaniem dwodch recesywnych alleli genu Mlo [PANSTRUGA 2005]. U
pszenicy zidentyfikowano liczne geny podobne do Mlo. Obecnie poznanych jest 48 loci ge-
néw odpornosci na maczniaka prawdziwego [GAO i wsp. 2012]. Odmiany z odpornoscia
monogeniczng charakteryzuja si¢ zdolnos$cia do efektywnej obrony przed infekcja patogena w
kazdych warunkach srodowiskowych, jednak tylko do czasu, gdy odmiana ta nie zetknie si¢ z

nowg rasg patogenu, zdolng do przetamania odpornosci warunkowanej genami R danej rosli-
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ny [PANSTRUGA 2005]. Odpornos¢ pionowa nie jest wigc cecha stalg. W wyniku mutacji
lub rekombinacji genetycznej pojawiajg si¢ nowe rasy patogena posiadajace zdolnos¢ do prze-
famania mechanizmow obronnych rosliny warunkowanych przez geny R. Dochodzi wtedy do
tzw. ,,zalamania si¢ odpornosci”. W przypadku zetknigcia si¢ patogena z genem awirulencji z
rosling posiadajaca komplementarny gen R, najczesciej dochodzi do inicjacji reakcji obron-
nych w postaci reakcji nadwrazliwos$ci, prowadzacej do smierci komorki przez PCD [EICH-
MANN i HUCKELHOVEN, 2008]. W takim przypadku odpowiedZ roéliny jest bardzo szyb-
ka i nie dochodzi do rozwoju choroby.

Odporno$¢ specyficzna rasowo jest zwykle wykrywana w stadium siewki 1 jest aktyw-
na we wszystkich etapach rozwoju rosliny. Odporno$¢ niespecyficzna rasowo, czyli pozioma,
jest wykrywana tylko w stadium ro$liny dojrzatej 1 dlatego jest niekiedy nazywana odporno-
$cig rosliny dojrzatej — APR [HEITEFUSS 1997; VAN DER PLANK 1963], slow rusting lub
mildewing [MATYSIK i NITA 2008].

Zjawisko cze$ciowej odpornosci (ang. partial resistance) [PARLEVLIET 1979], w
przypadku maczniaka prawdziwego nazywane slow mildewing [SHANER 1973], charaktery-
zuje si¢ zredukowanymi objawami chorobowymi oraz zmniejszonym rozprzestrzenieniem
infekcji, pomimo reakcji wrazliwosci. Choroba rozwija si¢ powoli i1 nie nastgpuje indukcja
reakcji nadwrazliwosci. Pojedyncze geny slow mildewing warunkuja niewielka redukcje po-
stepow choroby, ale kombinacja kilku tych genéw wywoluje efekt addytywnos$ci 1 znacznie
zwigksza odpornos¢ rosliny [OHM i SHANER, 1976]. Wskazuje to na fakt, iz odpornos¢ na
Blumeria graminis ma charakter ilosciowy, gdyz w przebiegu infekcji pojawiaja si¢ fenotypy
o zr6znicowanym porazeniu [RUBIALES i wsp. 2001]. Badania wskazuja, iz czgsciowa od-
pornos¢ warunkowana przez wiele gendow jest bardziej trwata niz rasowo specyficzna. Prze-
famanie przez patogena odpornosci poziomej wymaga posiadania przez niego kilku genow
wirulencji. Kombinacja genow warunkujacych odpornos¢ pozioma i pionowa zwigkszytaby
efektywnos¢ obrony przed infekcja [LIU 1 wsp. 2000; WANG 1 wsp. 2005].

1.4. Podloze genetyczne odpornosci na maczniaka prawdziwego

Odpornos¢ pszenzyta na maczniaka prawdziwego moze mie¢ charakter ilo§ciowy lub
jakosciowy. Scharakteryzowanych zostato wiele genoéw, ktorych kumulacja u danej odmiany
(tzw. piramidyzacja) moze w znaczacy sposob poprawi¢ zdrowotnos¢ roslin. Geny odporno-
$ci na maczniaka prawdziwego wywotywanego przez patogena grzybowego Blumeria grami-
nis s3 oznaczane jako Pm (ang. powdery mildew), z odpowiednim indeksem cyfrowym lub
literowym. Obecnie u pszenicy zidentyfikowanych jest 48 loci genéw odpornosci na macz-
niaka prawdziwego, zlokalizowanych na 18 réznych chromosomach [MCINTOSH 1 wsp.
2010]. Geny te sg rozrozniane na podstawie reakcji roslin na zestawy izolatéw w stadium
siewki, jednak wykazuja one aktywno$¢ rowniez w pézniejszych stadiach rozwojowych rosli-
ny [MOHLER i wsp. 2011]. Geny odporno$ci na macznika prawdziwego sa nierOwnomiernie

rozmieszczone w genomie pszenicy i tworzg klastry w regionach bogatych w geny.
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W Tabeli 1.1 zebrano informacje o lokalizacji chromosomowej, pochodzeniu oraz do-
stepnych markerach genetycznych znanych 70 genow/alleli odpornosci na maczniaka. U
pszenicy, dziewie¢ loci gendw Pm zostalo zidentyfikowanych w 1 grupie homeologicznej, a
tylko jeden gen (Pm6) znaleziono w 4 grupie homeologicznej [READER i MILLER, 1991].
Odporno$¢ na maczniaka moze by¢ warunkowana w loci, dla ktérych poznano serie alleli
wielokrotnych. Wyré6zniono osiemnascie réznych alleli locus Pm3 zlokalizowanego na krot-
kim ramieniu chromosomu 1A [BHULLAR i wsp. 2009; SRICHUMPA 1 wsp. 2005; YA-
HIAOUI i wsp. 2009; ZELLER i wsp. 1993]. Zidentyfikowano takze pig¢¢ alleli odpornosci
genu Pml na chromosomie 7AL [HSAM i wsp. 1998; SINGRUN i wsp. 2003], cztery allele
genu Pm4 na chromosomie 2AL [HAO 1 wsp. 2008; THE 1 wsp. 1979] oraz pig¢ alleli genu
Pm5 na chromosomie 7BL [HSAM i1 wsp. 2001; HUANG 1 wsp. 2003]. Obecnie, dla pozosta-
tych 37 loci znane sg pojedyncze allele determinujgce odpornos¢.

Numeracja gendw Pm zmieniata si¢ w miar¢ pojawiania si¢ wynikéw analiz z wyko-
rzystaniem markerdw genetycznych. Przeniesione z zytniego chromosomu IRS geny Pm§
oraz Pml7 zostaly zlokalizowane odpowiednio na chromosomach 1BL.1RS oraz 1AL.1RS
[HEUN i wsp. 1990]. Prace prowadzone przez Hsam i Zeller (1997) wskazuja na fakt, iz geny
Pm8 1 Pml17 sa formami allelicznymi. Podobnie, geny Pmi8 i Pm22 zostaly nazwane odpo-
wiednio Pmlc i Pmle [HSAM i wsp. 1998; SINGRUN i wsp. 2003], a gen Pm23 uznano za
allel Pm4c [HAO i wsp. 2008].

Wiele genow Pm pochodzi z form dzikich spokrewnionych z pszenica [SHI 1 wsp.
1998]. Pszenica Triticum turgidum var. dicoccoides (2n=4x=28, AABB) jest przodkiem od-
mian pszenicy tetraploidalnej i heksaploidalnej. Jest wigc waznym zrodtem gendéw do wspo-
magania hodowli pszenicy zwyczajnej, a posrednio rowniez pszenzyta. Z Triticum turgidum
var. dicoccoides do heksaploidalnej pszenicy Triticum aestivum zostaly przeniesione geny
odpornosci na B. graminis — Pm16, Pm26 i Pm30 [READER 1 MILLER, 1991; RONG i wsp.
2000; LIU 1 wsp. 2002], natomiast gen Pm36 zostal przeniesiony do Triticum durum
[BLANCO i wsp. 2008]. Z Aegilops squarrosa (2n=2x=14, DD) do pszenicy zostalo przenie-
sionych 7 genow, w tym Pm2, Pml2, Pmi3, Pml9, Pm32, Pm34 oraz Pm35 [CEOLONI i
wsp. 1992; HSAM 1 wsp. 2003; JIA i wsp. 1996; LUTZ 1 wsp. 1994; MA 1 wsp. 1994; MI-
RANDA i wsp. 2006; MIRANDA i wsp. 2007], natomiast z Aegilops ovata do pszenicy prze-
niesiony zostat gen Pm 29 [ZELLER 1 wsp. 2002]. U zyta zidentyfikowano 9 genéw odporno-
$ci na maczniaka prawdziwego na kazdym chromosomie oprocz 7R. Z Secale cereale, po-
przez wykorzystanie linii translokacyjnych dokonano transferu 4 genéw odpornosci na macz-
nika prawdziwego do pszenicy [FRIEBE i wsp. 1994; HEUN 1 wsp. 1990; HSAM i ZELLER,
1997].

Najczesciej odpornos¢ pszenicy w stadium siewki ma przetozenie na odpornos¢ polo-
wa ro$lin. Ponadto, w fazie rosliny dorostej (APR) istnieje mozliwo$¢ wystapienia odporno-
$ci, ktorej nie da si¢ wykry¢ testami inokulacyjnymi prowadzonymi w stadium siewek. APR
obejmuje dziatanie wszystkich gendw odpornosci zardéwno specyficznych, jak 1 niespecyficz-
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nych rasowo. Do znanych gendéw zapewniajacych odpornos¢ zaréwno w fazie siewki, jaki i
rosliny dorostej naleza: Pmi2, Pml16, Pm20 1 Pm21 [MATYSIK i NITA, 2008]. Wigkszos¢
genow Pm wykazuje charakter dominujacy, jednak 12 z nich nalezy do genow recesywnych
(Pm5a-PmSe, Pm9, Pm26, mIRD30, pmY212, pm2026, pm42, mlxbd, PmLK906) [FU i wsp.
2013]. Wskazuje to na zré6znicowany mechanizm odpornosci na maczniaka prawdziwego.
Jednym ze sposobdw lokalizacji genéw odpornosci jest mapowanie genomu przy wy-
korzystaniu markeréw molekularnych opartych na DNA. Markery DNA identyfikujg réznice
w sekwencji fragmentow DNA. Identyfikacja specyficznych sekwencji DNA moze by¢ wyko-
rzystywana do wykrywania genéw Pm u danej odmiany, wskazywania i/lub weryfikacji ich
lokalizacji chromosomowej, badania alleliczno$ci genow oraz sposobu przekazywania genéw
potomstwu [CHEN 1 CHELKOWSKI, 1999]. Mapowanie genéw odpornos$ci u roslin umoz-
liwia badanie mechanizméw molekularnych, ewolucji odpornosci na choroby oraz stuzy
opracowaniu markeréw do selekcji wspomaganej markerami — MAS. MAS ulatwia tworzenie

odmian o zwiekszonej odpornosci na maczniaka prawdziwego.
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Tabela 1.1. Lokalizacja chromosomowa 1 pochodzenie genow odpornosci na Blumeria graminis u pszenicy oraz zyta wraz ze Sprz¢zonymi mar-
kerami molekularnymi.

Lp. | Gen | Lokalizacja Odl.m.ana/ Zrédlo Referencje Rodza] Nazwa markera Referencje
linia markera
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Stepien 1 wsp.
AFLP E39M58-77 2004
E34M53-439 Singriin 1 wsp.
. . . STS sts638 2003
1 Pmla 7A Axminster T. aestivum Hsam i wsp. 1998 ISR gwm344 Stepief i wsp.
sonda DNA CDO347 2004
AFLP 18M2 Ma i wsp. 1994
Hartl i wsp. 1999
2 Pmlib TA MocZlatka T. aestivum Hsam i wsp. 1998
Weihenstephan . .
3 Pmic TA Stamm MIN T. aestivum Hsam 1 wsp. 1998
4 | Pmld 7A Tspelta var du- T. spelta Hsam i wsp. 1998
hamelianum
. . Singrun 1 wsp.
5 Pmle TA Virest T. aestivum 2003
Aevilops Ma i wsp. 1994
6 Pm2 5DS Braunschweig gLiop Ma i wsp. 1994 RFLP BCDI1871, whs350 Mobhler i Jahoor,
squarrosa 1996
Hartl i wsp. 1993
RFLP whs179, bed1434 l\éi . Vgstpi.\ilg94
7 | Pm3a 1AS Asosan T. aestivum Zeller i wsp. 1993 SSR Psp2999, awm905 %002 p-
STS Starter (UP3B, UPIA) . -
Yahiaoui i wsp.
2006
8 Pm3b 1AS Chul T. aestivum Zeller i wsp. 1993
9 Pm3c 1AS Sonora T. aestivum Zeller i wsp. 1993
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
10 | Pm3d 1AS Kolibri T. aestivum Zeller i wsp. 1993
11 | Pm3e 1AS WI150 T. aestivum Zeller i wsp. 1993
12 | Pm3f LAS Michigan Amber T. aestivum Zeller i wsp. 1993
13 | Pm3g 1AS Aristide T. aestivum Zeller 1 wsp. 1993
14 | Pm3h 1AS Abessi T aestivum Srichumpa i wsp.
2005
15 | Pm3i 1AS N324 T aestivum Srichumpa i wsp.
2005
16 Pm3j 1AS GUS122 T. aestivum S“‘:h“;(l)%% i wsp.
17 | Pm3k 1AS H22 T. dicoccoides Yahiaoui i wsp.
2009
18 Pm3l 1AS IG 42431 T aestivum Bhullar i wsp.
2009
19 | Pm3m 1AS 1G 42453 T. aestivum Bh“g%rolgwsp-
20 | Pm3n 1AS VIR 23728 T. aestivum Bh“g%rogwsp-
21 Pm3o 1AS AUS 10963 T. aestivum Bhullar | wsp.
22 | Pm3p 1AS VIR 20918 T. aestivum Bhuléa(x)rO19WSp,
23 | Pm3q 1AS 1G 43026 T. aestivum Bh“g%rogwsp
24 | Pm3r 1AS IG 42868 T aestivum Bhullar i wsp.
2009
RFLP bcd1231, cdo678
25 | Pm4a 2AL Khapli T. dicoccum The i wsp. 1979 bed292 Ma i wsp. 1994
SSR gwm356, gbx3119b
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
26 | Pm4b 2AL Armada T .carthlicum The i wsp. 1979
27 | Pmd4c 2AL Line 81-7241 T. aestivum Hao i wsp. 2008
28 | Pm4d 2AL Tm?27d2 T. monococcum Schmglokle 21 WSP-
29 | Pmsa 7BL Hope/Selpek T. dicoccum | Hsami wsp. 2001 SSR gwm1267, gwm783 Huagg(;;vsl"
30 | Pm5b 7BL Ibis/Kormoran T. aestivum Hsam i wsp. 2001
31 | PmSc 7BL Kolandi T. sphaerococcum | Hsam i wsp. 2001
32 | Pmbd 7BL IGV 1-455 T. aestivum Hsam i wsp. 2001
33 | Pmje 7BL Fuzhuang 30 T. aestivum Huang i wsp. 2003
RFLP bedl35, bed307
34 Pmé6 2BL TP 114 T. timopheevi Jargensen 1973 bcd266 Wang i wsp. 2000
RAPD OPV20
35 Pm7 4B§£1]}? L- Transec Secale cereale Friebe i wsp. 1994
36 | Pm8 IRS.1BL Disponent Secale cereale Hsar11191927eller,
37 | Pm9 7AL Normandie T. aestivum Hsam i wsp. 1998
38 | Pmli0O 1D Norin 26 T .aestivum Tosa i wsp. 1987
39 | Pmlil 6BS Chinese Spring T. aestivum Tosa i wsp. 1988
6BS- . Aegilops o RFLP psr351 Jia i wsp. 1996
40 Pml2 1 (eq 6SL Line #31 spelioides Jia i wsp. 1996 SSR wmcl05, caul27 | Song i wsp. 2007
41 | Pmi3 | 3B,3D CS Trans. line Aegilops Ceoloni i wsp. RFLP cdo460, utvi3s Cenci i wsp. 1999
longissima 1992
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1 2 3 | 4 ! 5 \ 6 7 8 9
42 | Pml4 6BS Norin 10 T. aestivum Tosa 1 Sakai, 1990
43 | Pml5 7DS No. 44 T. compactum Tosa i Sakai, 1990
Maris Nimrod, T. turgidum var. Reader 1 Miller, .
44 | Pml6 4A Norman dicoccoides 1991 SSR gwml59 Chen i wsp. 2005
Heun i wsp. 1990 .
45 | Pml7 IRS.1AL Amigo Secale cereale Hsam i Zeller, RFLP 14G95, CA/CT-355 Hsam ! WSp. 2000
1997 AFLP mwg68 Mater 1 wsp. 2004
forma alleliczna Pmi (Pmlic)
Pmi8 pierwotnie opisany u 7. aestivum (Weihenstephan Stamm M1N) (Zeller i
wsp. 1993)
46 | Pmli9 7D Gaterslaben Aegll(f; iiquar- Lutz i wsp. 1994
47 | Pm20 6BS.6RL KS93WGRC28 Secale cereale Friebe 1 wsp. 1994
48 | Pm2l 6VS.6AL Sub. line 6V(6A) | Haynaldia villosa | Chen i wsp. 1995 STS NAU/ibaol5902 Cao i wsp. 2006
SCAR SCAR1265, SCAR1400 Liu i WSPp. 1999
Pm22 forma alleliczna Pmi (Pmle)
pierwotnie opisany u 7. aestivum (Virest ) (Peusha i wsp. 1996)
Pm23 forma alleliczna Pm4 (Pm4c)
pierwotnie opisany u 7. aestivum (Line 81-7241) (Mclntosh i wsp. 1998)
AFLP E34/M51-407,
. . . ACA/CCG-420 Huang i wsp.
49 | Pm24 1DS Chiyacao T. aestivum Huang i wsp. 1997 SSR qwml06, gwm337, 2000

gwm458
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
50 | Pm24b | 1ps | DaihulwShaanyou | Xue i wsp. 2012 SSR gwm603, gwm789 1y o i wsp. 2012
225 barc229
T. monococcum .. OPX06 950 ..
51 | Pm25 1A NC96BGTAS var. boeoticum Shi i wsp. 1998 RAPD OPAGO455y OPAIl 4539 Shi i wsp. 1998
52 | Pm26 2BS TTD140 L. turgidum var. | o o wsp. 2000 STS caus16 Rong in in. 2000
dicoccoides
SSR psp3131
53 | Pm27 6B 146-155-T T. timopheevii Jarve i wsp. 2000 RFLP psr8, psr964 Jarve i wsp. 2000
psri54, psr546
54 | Pm28 1B Meri T. aestivum Peusha i wsp.
' 2000
AFLP S17M25-226
. . S23M16-246 .
55 | Pm29 7DL Pova Aegilops ovata Zeller i wsp. 2002 S26M26-261 Zeller i wsp. 2002
RFLP mwg341
56 | Pm30 5BS C20 T turgidum var. |y 4 oo 2002 SSR gwml59 Liu i wsp. 2002
dicoccoides
57 | Pm32 | 1BL-1SS L501 Aeg”"’;i jpe”"" Hsam i wsp. 2003
. . wmc317, gwmlll .
58 | Pm33 2BL PS5 T. carthlicum Zhu i wsp. 2005 SSR Zhu 1 wsp. 2005
gwm382, gwm526
. .. Miranda i wsp. barcl77, barcl44 Miranda i wsp.
59 | Pm34 S5DL NC97BGTD7 Aegilops tauschii 2006 SSR 2wm272 2006
. .. Miranda i wsp. cfd7, gdm43 Miranda i wsp.
60 | Pm35 5DL NC96BGTD3 Aegilops tauschii 2007 SSR cfd26 2007
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7

8

61

Pm36

5SBL

MG29896

T. turgidum var.
dicoccoides

Blanco i wsp.
2008

AFLP

SSR

EST-SSR

P43M32, P46M31,
P4IM37, P41M39,
P39M32
cfd07, wme75
gwm408
BJ261635

Blanco i wsp.
2008

62

Pm37

7AL

NC99BGTAGI1

T. timopheevii

Perugini i wsp.
2008

SSR

gwm33
wmce790

Perugini i wsp.
2008

63

Pm38

7DS

RL6058

T. aestivum

Spielmeyer i wsp.

2005

SSR

gwmli220
gwm295

Spielmeyer 1 wsp.
2005

64

Pm39

1BL

Saar

T. aestivum

Lillemo 1 wsp.
2008

SSR

wmce719
hbe248

Lillemo 1 wsp.
2008

65

Pm40

7BS

GRY19

T. aestivum

Luo i wsp. 2009

SSR

gwm29, wme335
wmce364, wme426
wmc476

Luo i wsp. 2009

66

Pm4l

3BL

w2

T. turgidum
var. dicoccoides

Lii wsp. 2009

SSR

EST-STS

barc84, wmc68
wmc326, barc77

wmc236, gwml 14
BE489472

Liiwsp. 2009

67

Pm42

2BS

G-303-1M

T. turgidum
var. dicoccoides

Hua i wsp. 2009

SSR

AFLP

EST-STS

RFLP

barc7, barc55, gwmli48,

gwm257, wmce33,
wmcel5

wmce257, wme382,
wmc477

cauG3, cauG6

cauG10, cauG20,

cauG22
BQ160080
BQ160588, BF146221

caudlo6

Hua i wsp. 2009
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
68 | Pm43 2DL CH5025 Thinopyrum He i wsp. 2009 SSR ¢fd233, wmedl, barell, |y oo 9009
intermedium gwm539, wmcl75
69 | Pm44 3AS Hombar T. aestivum Chen i wsp. 2011
70 | Pm45 6DS D57 T. aestivum Ma i wsp. 2011 SSR mag6176 Ma i wsp. 2011
71 | Pm46 5DS Tabasco T. aestivum Gao i1 wsp. 2012 SSR gwm205, cfd81 Gao i1 wsp. 2012
. . L EST BE606897 .
72 | Pm47 7BS Hongyanglazi T. aestivum Xiao 1 wsp.2013 SSR qwmd6 Xiao 1 wsp. 2013
73 | Pm50 2AL K2 T. aestivum Mohler i wsp. SSR gwm294 Mohler i wsp.
2011 2011
74 Pm IRS
75 | Pml IRS
76 | Pm2 2RL
77 | Pm3 3RS
78 | Pmd SRL Secale cereale Schlegel i Korzun,
2013
79 Pm5 6RL Prolific
80 | Pmé6 4R
81 Pm7 IR
82 | Pmé 2RL
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Obecnie za pomocg roznych systeméw markerowych zmapowano 32 geny odpornosci
na B.graminis (Tabela 1.1). Brak kompletnej bazy izolatoéw B. graminis do wykrywania po-
szczegOlnych gendéw Pm oraz brak specyficznej reakcji u roslin posiadajacych wigksza ilos¢
gendw odporno$ci sg czynnikami ograniczajagcymi kombinacj¢ wysoko efektywnych genow
Pm u danej odmiany przy wykorzystaniu testow inokulacyjnych. Markery DNA zwigzane z
odpornoscig na B. graminis utatwiaja transfer oraz piramidyzacje¢ genow Pm.

Do powszechnie stosowanych systeméw markerowych w badaniach genow Pm nale-
za: AFLP, SSR, RAPD, RFLP, STS i SCAR. Badania z wykorzystaniem tych systemow
przyczynity si¢ do wlasciwego skatalogowania gendéw Pm. Singriin 1 wsp. (2003) przy uzyciu
markera molekularnego Xsts638 stwierdzil, iz gen Pm22 [PENSHUA 1 wsp. 1996] jest formg
alleliczng genu Pml. Marker AFLP XS1/M20-134 sprzg¢zony z genem Pml w odleglosci
0.9cM, byt wykorzystany do identyfikacji allela Pmlc. Pozostale allele PmI nie bylty wykry-
wane przez ten marker [HARTL i wsp. 1999]. Na mapach sprze¢zen, odlegtosci markera SSR
Xgwm905 do alleli Pm3h, Pm3i oraz Pm3j wynosza odpowiednio 3.7 cM, 7.2 cM 1 1.2 cM.
Ze wzgledu na mozliwos¢ rekombinacji, marker ten nie powinien by¢ stosowany w celu od-
roznienia tych alleli [HUANG 1 wsp. 2004]. Testy markerem SSR — Xgwm356, pozwolity na
przydzielenie genu PmPS5A do grupy genow Pm4 [ZHU i wsp. 2005]. Xie i wsp. (2011)
udowodnili bledne oznaczenie nowego genu jako Pm31 u T. turgidum var. dicoccoides, uzna-
jac jego lokalizacje za identyczng z Pm21 pochodzacym od Haynaldia villosa. Obecnie dla 15
gendw Pm nie ma zlokalizowanych markerow.

W bazie danych Wheat Genetic Resources Database (www.shigen.nig.ac.jp) znajduje
si¢ 23 genéw Pm oznaczonych jako geny tymczasowe. Analizy molekularne s3 niezbedne do
charakterystyki tymczasowych i nowych genéw Pm. Przykladowo, Chhuneja 1 wsp. (2012)
zidentyfikowali na chromosomie 7A Triticum boeoticum L. nowe geny odpornosci na macz-
niaka prawdziwego wstepnie nazwane PmTb7A4.1 oraz PmTb7A4.2. Sprze¢zenie genu
PmTb7A4.2 z markerami STS - MAG2185 1 MAG1759, wykorzystywanymi do identyfikacji
genu Pml wskazuje na fakt, iz gen PmTh7A4.2 moze by¢ formg alleliczng Pmi. Z kolei gen
PmTb7A4.1 flankowany przez markery DArT — wPt4553 oraz SSR — Xcfa2019, jest przypusz-
czalnie niezaleznym genem odpornosci na maczniaka prawdziwego.

Geny tymczasowe mogg stanowi¢ efektywne zrédto odpornosci na maczniaka praw-
dziwego. Gen PmG3M obecny na chromosomie 6BL w linii ‘G-305-3M’ Triticum turgidum
ssp. dicoccoides zapewniat odporno$¢ na 47 badanych izolatow Blumeria graminis pochodza-
cych z Izraela i Szwajcarii [XIE i wsp. 2012]. Tylko niektore z genéw warunkujacych odpor-
no$¢ na maczniaka prawdziwego maja przypisang lokalizacj¢ chromosomowa oraz zidentyfi-
kowane markery DNA. W przypadku dostepu do linii referencyjnych, markery genetyczne
opracowane dla genow Pm z oznaczeniami tymczasowymi mogg by¢ wykorzystane do MAS.
Markery te dostepne sg dla gendéw PmHNK (3BL), MlIw72 (7TAL) i Pm-M53 (5D) [LI i wsp.
2011; NIU 1 wsp. 2008; XU 1 wsp. 2010]. Pozostate geny tymczasowe nie maja markerow i
zlokalizowane sg na chromosomach 2AL, SAL, 6AL, 7AL, 2B, 4B, 5BL 1 7B [FU 1 wsp.
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2013; HUANG i wsp. 2002; HUANG i wsp. 2003; MAXWELLA 1 wsp. 2010; NIU i wsp.
2010; SINGRUN i wsp. 2004; SUN i wsp. 2006; XU i wsp. 2008; YAO i wsp. 2007; ZHANG
1 wsp. 2010].

W bazie danych Genes, Markers and Linkage Data of Rye [SCHLEGEL i KORZUN,
2013] opisanych jest 9 genow odpornosci na Blumeria graminis. Posiadaja one odrgbng nu-
meracj¢, ktora nie nie jest zwigzana z genami obecnymi u pszenicy. Wiele wspotczesnych
odmian pszenicy posiada chromosom translokacyjny 1RS.IBL w miejsce chromosomu 1B
[BRAUN 1 wsp. 1998], ktory zostal celowo zachowany ze wzgledu na obecno$¢ na krotkim
ramieniu chromosomu 1R gendéw odpornosci na choroby grzybowe. Na 1RS zidentyfikowany
zostal gen Pm8 oraz Pml7, odpowiednio u odmian niosgcych translokacj¢ 1RS.1BL oraz
IRS.1AL, przy czym gen Pml7 wykazuje szersze spektrum odpornosci [HSAM 1 wsp. 2000].
Jedynie dla genu Pml7 zlokalizowane zostaly sprzezone z genem markery RFLP oraz AFLP
(Tabela 1.1). Geny Pm8 oraz Pm17 okazaty si¢ by¢ formami allelicznymi [HSAM i ZELLER,
1997], dlatego tez w bazie genow zytnich Schlegel 1 Korzun (2013) znajduja si¢ pod jedna
nazwg Pml.

Do charakterystyki nowych genéw Pm wykorzystywane sa techniki skanowania ge-
nomo6w jak np. DArT. Przy wykorzystaniu markeréow DArT oraz SSR na chromosomie 7AL
Triticum turgidum ssp. dicoccoides zidentyfikowany zostat gen odpornos$ci, tymczasowo na-
zwany PmG16. Ben-David i wsp. (2010) stwierdzili, iz dwa markery DArT, wPt-1424 oraz
wPt-6019, kosegreguja z PmG16 1 moga by¢ wykorzystane w genomice pordéwnawczej.

Obecnie jedynym zsekwencjonowanym genem odpornosci na Blumeria graminis jest
Pm3. Dla odmiany ‘Kolibri’ Triticum aestivum opisano mRNA ztozone z 759 par zasad 1 ko-
dujace biatko ztozone ze 118 aminokwasow [SRICHUMPA 1 wsp. 2005].

Piramidyzacja geno6w odpornosci u jednego genotypu, w znacznym stopniu przyczynia
si¢ do otrzymywania odmian o trwalszej odpornosci na szerokie spectrum ras patogena lub
réznych patogenéw. Kumulacja efektywnych gendéw odpornosci jest metoda powszechnie
stosowang w programach hodowlanych. U pszenicy badania nad gromadzeniem efektywnych
genow odpornosci dotycza gtownie potaczenia genu Pm21 oraz genu odpornosci na rdz¢ bru-
natng Lr4/ [PIETRUSINSKA 2010]. W piramidyzacji nalezy réwniez rozwazy¢ wykorzysta-
nie genu Pm4b [HEUN i1 FISCHBECK, 1987], ktéry nalezat do najbardziej efektywnych ge-
noéw, zapewniajac odpornos¢ na wszystkie populacje Blumeria graminis f. sp. tritici w $rod-
kowej Europie w latach 1989-1992 [SVEC i MIKLOVICOVA, 1998].

Pszenzyto jest w ostatnich latach silnie porazane przez liczne patogeny, nie tylko Blu-
meria graminis, ale takze Puccinia triticina 1 Puccinia striiformis powodujace odpowiednio
rdz¢ brunatng 1 rdz¢ z61ta. Istotne jest wigc poznanie gendw, ktore moga zapewni¢ odpornosé
nowotworzonym odmianom pszenzyta. U pszenzyta funkcjonuja geny z genoméw A 1 B
pszenicy, a takze geny odpornosci zyta z genomu R. Dotychczas w genomie R pszenzyta zi-
dentyfikowano tylko nieliczne geny Pm. Funkcjonalny gen Pm20, z genomu R Zyta, zostal
zidentyfikowany w linii heksaploidalnego pszenzyta ‘8Pin-17’ 1 za jej posrednictwem wpro-
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wadzony do pszenicy [ZHANG i wsp. 2001]. Krzyzowanie pszenzyta z pszenicg jest gtéwna
metoda otrzymywania linii pszenzytnich odpornych na maczniaka prawdziwego. Wystgpo-
wanie transgresji pod wzgledem odpornosci na maczniaka prawdziwego stwierdzono w poko-
leniach F; i F, uzyskanych z krzyzowania pszenzyta (odmiany ‘Fidelio’, ‘Magnat’, ‘Lamber-
to’) z odmianami pszenicy ‘Meridien’ i ‘Novalis’, niosagcymi gen Pm4b oraz odmianami
‘Clever’, ‘Finezja’ i ‘Tonacja’, z kombinacjg genow Pm2 i Pm6 [KOWALCZYK 1 wsp.
2011].

1.5. Mapy genetyczne

Poznanie organizacji, budowy i funkcjonowania chromosomow jest mozliwie dzigki
opracowaniu map genetycznych danego gatunku organizmu. Konstrukcja map genetycznych
w oparciu o markery molekularne umozliwia poznanie ilo§ciowych i jako$ciowych podstaw
genetycznej kontroli istotnych cech, takich jak odpornos¢ na patogeny grzybowe. Mapy gene-
tyczne przyczyniajg si¢ takze do identyfikacji nowych genow warunkujacych zrdéznicowanie
fenotypowe, pozwalaja na lokalizacj¢ gendw o znanych funkcjach, identyfikacje markerow

sprzgzonych z konkretnymi genami, a takze badanie ewolucji genomdw.

1.5.1. Konstrukcja map genetycznych

Pierwsze prace nad konstrukcja map genetycznych, opartych na markerach molekular-
nych, byly prowadzone pod koniec lat 80-tych XX wieku i obecnie mapy opracowano dla
wiekszosci gatunkow roslin uprawnych [MALEPSZY 2009]. Postepowanie przy mapowaniu
genetycznym polega na: identyfikacji genotypéw na podstawie obserwowanej segregacji
markeréw, sprawdzeniu testem chi® (y°) zgodnosci segregacii z dziedziczeniem jednogeno-
wym 1 utworzeniu matrycy zakodowanych danych o genotypach osobnikow populacji mapu-
jacej. W kolejnym etapie, przy pomocy programoéw mapujacych typu MAPMAKER [LAN-
DER i wsp. 1987], JOINMAP [STAM 1993] czy MAPMANAGER [MANLY i ELLIOT,
1991], obliczona zostaje czgsto$¢ rekombinacji migdzy markerami. Zastosowanie funkcji ma-
pujacej umozliwia przeksztalcenie czestos¢ rekombinacji z warto$ci utamkowej (0-0.5) w
odlegtos¢ mapowa, wyrazang w centymorganach — cM. Jedng z metod okreslania odleglosci
genetycznych jest funkcja Kosambi, uwzgledniajaca prawdopodobienstwo podwojnego cros-
sing-over oraz interferencje, czyli zmniejszenie prawdopodobienstwa zaj$cia drugiego cros-
sing-over w sasiedztwie pierwszego. Analiza sprzezen jest poprzedzana wyborem poziomu
istotnos$ci, ponizej ktorego hipoteza o sprzezeniu dwoch loci jest odrzucana. Rolg testu istot-
no$ci spetnia funkcja LOD, bedaca logarytmem ilorazu prawdopodobienstwa wystepowania
sprz¢zenia przez prawdopodobienstwo niezaleznego dziedziczenia dwoéch loci, czyli braku
sprzezenia miedzy markerami. Za krytyczny poziom LOD przyjmuje si¢ wartos¢ 3.0, ktora
oznacza ze prawdopodobienstwo sprzezenia markeréw jest 1000-krotnie wieksze niz ich
dziedziczenie niezalezne [MALEPSZY 2009]. W wigkszosci przypadkow wartos¢ LOD row-
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na 3.0 odpowiada poziomowi 5% istotnosci w typowych testach statystycznych [PRIMROSE
1995].

1.5.2. Populacja mapujaca

Formami rodzicielskimi populacji mapujacej sa najczeséciej wysoce homozygotyczne
linie o niskim stopniu pokrewienstwa, co zabezpiecza wysoki poziom polimorfizmu w po-
tomstwie. Populacje mapujgcg stanowi rozszczepiajgce si¢ potomstwo otrzymane z krzyzo-
wania odpowiednio dobranych linii rodzicielskich. Najczesciej, jako populacje mapujace wy-
korzystywane sa pokolenia F,, BC;, RIL lub DH. Liczebno$¢ populacji mapujacej nie powin-
na by¢ nizsza niz 100 osobnikow w przypadku populacji F,, 1 50 osobnikow dla linii RIL i
DH [MALEPSZY 2009].

1.5.3. Genetyczne zréznicowanie populacji mapujacej

Etapem uzupelniajacym analize¢ podioza genetycznego jest badanie zréznicowania ge-
netycznego populacji. Okreslane jest ono jako prawdopodobienstwo wystgpowania identycz-
nego genotypu miedzy losowo wybranymi osobnikami w populacji. Analiza podobiefistwa
genetycznego oraz filogenezy opartej na odlegtosciach genetycznych umozliwia wstgpna oce-
n¢ zroznicowania osobnikdw w obrebie populacji. W celu obliczenia podobienstwa, uzyskany
na podstawie rozdziatu elektroforetycznego obraz powielonych fragmentéw DNA, czyli elek-
troforegram, jest przetwarzany na dane liczbowe. Przykladowe programy wykorzystywane do
statystycznego obliczania zmiennos$ci genetycznej na poziomie DNA, to PAST [HAMMER i
wsp. 2001], GenePop v.3.4 [RAYMOND i1 ROUSSET, 1995], Arlequin [EXCOFFIER 1
LISCHER, 2010], czy PHYLIP v.3.6b [FELSENSTEIN 1989]. Programy te umozliwiaja ob-
liczenia podstawowych parametrow genetycznych, jak np. srednia liczba alleli w locus (ob-
serwowana 1 efektywna), indeks zmienno$ci genetycznej Shannon’a (LEWONTIN 1972),
heterozygotyczno$¢ danego locus, $rednia zmienno$¢ wewnatrzpopulacyjna, catkowita
zmiennos$¢ migdzypopulacyjna [NOWAKOWSKA 2006].

1.5.4. Markery molekularne

Markery molekularne oparte na DNA powinny charakteryzowac¢ si¢ duzym polimorfi-
zmem (obecne liczne formy alleliczne), wysoka czgstotliwos$cia wystgpowania i rownomier-
nym roztozeniem w genomie. Dobry marker powinien wykazywaé¢ neutralno$¢ selekcyjna
(brak sprzg¢zenia z genami plejotropowymi) oraz charakteryzowac si¢ ekspresja niezalezng od
wplywu czynnikow zewnetrznych. Ponadto, marker genetyczny powinien by¢ wykrywalny
prosta 1 szybka metodg, zarowno u homo- jak i1 heterozygoty [NOWAKOWSKA 2006].
Obecnie w bazie GrainGenes umieszczone sg 82 mapy pszenic di-, tetra- 1 heksaploidalnych
oraz 11 map dla zyta. Sg to mapy zaréwno pojedynczych chromosoméw [LIU i ANDERSON,
2003], jak i catych genoméw [CROSSA 1 wsp. 2007]. Opracowanych jest takze kilka map dla
pszenzyta [GONZALEZ i wsp. 2005; TYRKA i wsp. 2011]. Mapy pszeniczne wysycone sa
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markerami: AFLP, DArT, EST, RFLP, SNP, SSR, STS, TRAP. Na mapach zyta zlokalizowa-
nych zostato 3 rodzaje markerow: RFLP, RAPD oraz SSR. Natomiast opracowane mapy
pszenzyta sg wysycone markerami: AFLP, DArT, SSR [ALHEIT i wsp. 2011; TYRKA 1 wsp.
2011], a takze RAPD i RAMP. W niniejszej pracy zastosowano systemy markerowe DArT
oraz SSR.

Markery SSR to rodzaj powtarzalnych sekwencji DNA obecnych w genomach
wszystkich organizmow eukariotycznych 1 prokariotycznych. Sktadajg si¢ z tandemowo po-
wtarzajacego si¢ motywu (2-6 nukleotydow), tworzac sekwencj¢ do 100 par zasad i sg flan-
kowane przez wysoko konserwatywne sekwencje [RAKOCZY-TROJANOWSKA i BOLI-
BOK, 2004]. Najbardziej charakterystycznymi powtérzeniami w genomie roslin sg (AT), oraz
(TAT), [MORGANTE 1 wsp. 2002]. Mikrosatelity sa obecne zarowno w regionach koduja-
cych, jak i niekodujacych, ale czgstotliwos¢ ich wystepowania jest wyzsza w regionach ulega-
jacych transkrypcji. Zroznicowanie markeréw SSR moze by¢ generowane poprzez dwa me-
chanizmy: poslizg replikacji DNA (ni¢ matrycowa i jej kopia przesuwajg si¢ wzgledem siebie,
przez co cze$¢ matrycy jest powielana lub opuszczana) oraz nadzwyczajne tempo mutacji
(10°-10 na pokolenie) [RAKOCZY-TROJANOWSKA i BOLIBOK, 2004].

W ostatnich latach opracowano nowy system markerowy — DArT, ktory wykorzystuje
hybrydyzacj¢ DNA do ptytek mikromacierzowych, pozwalajac na rOwnoczesng analize kilku
tysigcy loci rozproszonych po catym genomie [JACCOUD 1 wsp. 2001]. System genotypo-
wania DArT uwzglednia trawienie genomowego DNA przy zastosowaniu enzymow restryk-
cyjnych wrazliwych na metylacj¢. Probki DNA pojedynkow populacji mapujacej oraz rodzi-
coéw sg hybrydyzowane do ptytki mikromacierzowej z immobilizowanymi, znanymi klonami
DNA tego samego gatunku. Polimorfizm fragmentow restrykcyjnych populacji mapujacej jest
identyfikowany poprzez roznice w hybrydyzacji do mikromacierzy [FRANCKI 1 wsp. 2009].
System DATrT nie wymaga wczesniejszej znajomosci sekwencji DNA, jest w duzym stopniu
zautomatyzowany oraz daj¢ wysoko powtarzalne wyniki [MILCZARSKI i wsp. 2011]. Anali-
zy polimorfizmu markerow DArT do tej pory byly prowadzone dla 64 gatunkéw roslin, w
tym dla pszenicy, zyta, ryzu 1 jeczmienia. Dla 95 odmian pszenicy jarej 1 ozimej opracowane
zostaly 6042 markery DArT [BADEA 1 wsp. 2011]. Pod katem identyfikacji markeréw
DArT, przeanalizowano okoto 66.5 tysigca genotypdw pszenicy, w porownaniu do okoto 5.6
tysigca genotypow pszenzyta [http://www.diversityarrays.com/genotypingserv.html]. Techno-
logia DATT ma coraz szersze zastosowanie w tworzeniu wysoko zageszczonych map gene-
tycznych [WENZL 1 wsp. 2006].

Ze wzgledu na ztozono$¢ i niestabilno$¢ genomu pszenzyta dostepne sg na razie dwie
mapy genetyczne tej hybrydy. Na podstawie markerow molekularnych powstata mapa gene-
tyczna pszenzyta w oparciu o populacje mapujacag powstatg przez skrzyzowanie odmian ‘Sa-
ka3006’x‘Modus’ (90 osobnikow linii DH). Na mapie umieszczono 1385 markerow DArT,
155 markerow SSR oraz 28 markerow AFLP [TYRKA i wsp. 2011]. Badajac 911 osobnikow
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z 6 populacji mapujacych pszenzyta (w tym 5 populacji DH i jednej populacji F,) uzyskano
map¢ genetyczng zawierajacg 2555 markerow DArT [ALHEIT 1 wsp. 2011].

1.5.5. Lokalizacja loci cech iloSciowych (QTL)

Analiza loci cech ilosciowych (QTL) umozliwia oszacowanie ilosci gendw/rejonow
warunkujacych dang ceche rosliny oraz ich rozmieszczenie w genomie. Mapowanie QTL wy-
korzystuje zjawisko sprz¢zenia pomigdzy cechami ilo§ciowymi uwarunkowanymi poligenicz-
nie a markerami molekularnymi. Tradycyjne mapowanie QTL sktada si¢ z kilku etapow: (1)
utworzenia populacji mapujacej segregujacej pod wzgledem danej cechy (przyktadowo od-
pornosci na Blumeria graminis); (2) identyfikacji markeréw polimorficznych; (3) genotypo-
wania populacji mapujacej przy wykorzystaniu polimorficznych markerow; (4) konstrukcji
mapy genetycznej; (5) fenotypowania pod wzgledem danej cechy oraz (6) mapowania QTL
na podstawie uzyskanych danych analizy genotypowej i fenotypowej [REYAZUL i wsp.
2012]. Najczesciej stosowanymi programami do mapowania loci cech ilosciowych sa: QTL
IciMapping v3.1 [WANG i wsp. 2012a], MapQTL [VAN OOIJEN 2009] oraz Windows QTL
Cartographer 2.5 [WANG i wsp. 2012b].

Do parametrow opisujacych wykrywane QTL naleza: (1) LOD - test logarytmiczny
okreslajacy prawdopodobienstwo lokalizacji QTL w danym miejscu na chromosomie; (2)
efekt addytywny lub dominujacy jednego z alleli rodzicielskich; oraz (3) R* — wspotczynnik
determinacji, bedacy miarg dopasowania wybranego modelu do danych empirycznych, wska-
zujacy, jaki procent zmiennosci jest wyjasniany przez dany QTL. Krzywa wartosci LOD wy-
znacza przedziat najwigkszego prawdopodobiefistwa wystapienia locus cechy mierzalnej. Do
identyfikacji QTL stosuje si¢ marker lub dwa markery, ktére ograniczaja interwat chromoso-
mu, wewnatrz ktorego lokalizowane jest QTL [SZYP-BORKOWSKA 2005].

Mapowanie QTL przeprowadza¢ mozna kilkoma ré6znymi metodami w zaleznosci od
warunkoéw przeprowadzonych badan oraz rodzaju uzyskiwanych wynikéw. Najprostsza z
metod jest SMA, czyli analiza pojedynczych markeréw. Umozliwia ona wykrycie zalezno$ci
pomigdzy pojedynczym markerem a fenotypem poprzez zastosowanie regresji liniowej (ina-
czej metody najmniejszych kwadratow). Metoda analizy pojedynczych markeréw umozliwia
lokalizacj¢ segmentu chromosomu, w ktorym zawarty jest QTL [WASEK 1 wsp. 2013]. Po-
rownywane sg Srednie wartosci cech dla dwoch grup genotypow. Jesli jest istotna roéznica
pomiedzy tymi warto$ciami uznaje si¢, ze w bliskiej lokalizacji z analizowanym markerem
znajduje si¢ QTL majacy wplyw na badang ceche.

Mapowanie interwatowe polega na ustaleniu sprzezenia mi¢dzy QTL a markerami
ograniczajacymi wyznaczony przedzial na mapie chromosomu, przez ocen¢ maksymalnej
wiarygodnosci. Locus QTL jest lokalizowany w rejonie wyznaczonym przez pik krzywej
LOD, o ile przewyzsza on warto$¢ krytyczna. Jezeli ocenie poddana jest pozycja bardzo bli-
sko prawdziwego QTL, to istnieje duze prawdopodobienstwo wykrycia QTL [HOLLAND
2009]. Do warunkéw koniecznych do poprawnego mapowania interwatowego naleza: (1)
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populacja mapujaca musi wykazywac segregacje pod wzgledem danej cechy; (2) badana ce-
cha wykazuje rozktad normalny; (3) przeprowadzona jest analiza genotypowa markerow mo-
lekularnych; (4) analiza fenotypowa jest przeprowadzana w jednakowych warunkach $rodo-
wiskowych [MILCZARSKI i MASOJC, 2003].

Metoda CIM, czyli ztozone mapowanie interwatowe, taczy dwie poprzednie metody.
Polega na wstepnym przeprowadzeniu analizy wariancji pojedynczych markeréw, a nastgpnie
na zastosowaniu modelu wykorzystujagcego wiele markeréw w celu obliczenia sprzezenia
pomiedzy QTL a markerami flankujacymi okreslony przedziat na mapie chromosomu po-
przez ocen¢ maksymalnej wiarygodnosci [WASEK i1 wsp. 2013]. Metoda redukuje efekt od-
dziatywania pozostatych poligenow, znajdujacych si¢ w innych cze$ciach chromosomu. Eli-
minuje si¢ w ten sposob bledy bedace wynikiem sumowania si¢ efektow dzialania wielu loci
warunkujacych nasilenie danej cechy fenotypowej [SZYP-BORKOWSKA 2005].

Gdy nie mozna spehi¢ zalozen wymaganych dla testow parametrycznych, takich jak:
rozktady zmiennych zblizony do rozktadu normalnego, rdowno$¢ grup, czy réwno$¢ wariancji
w grupach, do testowania zaleznosci pomigdzy markerem a cechg stosuje si¢ nieparametrycz-
ne metody analizy. Testem stosowanym w takich przypadkach jest test Kruskal-Wallisa. Iden-
tyfikuje on efekt pojedynczego locus/markera. W analizie Kruskal-Wallis istotne statystycz-
nie powigzania z badang cecha sa wskazane poprzez warto§¢ K*, podane jest rowniez praw-
dopodobienstwo popetnienia btedu (od 0.1 do 0.0001) [KLIMENKO 1 wsp. 2010].

Dla pszenicy wykryto i zmapowano kilkanascie QTL zwigzanych z odpornoscig na
Blumeria graminis. Przy zastosowaniu metody ztozonego mapowania interwatowego, na pod-
stawie mapy genetycznej markerow RFLP, Keller 1 wsp. (1999) zmapowali 14 QTLi w obre-
bie genomow A i1 B pszenicy. Badania te prowadzono na populacji rekombinowanych linii
wsobnych pochodzacych ze skrzyzowania odmiany pszenicy ozimej ‘Formo’ oraz odmiany
pszenicy orkiszowej ‘Oberkulmer’ [KELLER 1 wsp. 1999]. Najwigkszy procent zmiennosci
wyjasniaty QTLe zlokalizowane na chromosomach: 7B oraz 5A, odpowiednio 31.8% oraz
22.9%. Pozostate QTLe pochodzity z rejonow 3A, 4A, 5B oraz 1B. Dodatkowo Keller 1 wsp.
(1999) wskazuja, iz QTL zlokalizowany na chromosomie 7B odnosi si¢ do genu odpornosci
na Blumeria graminis — PmS5. Dzigki mapie genetycznej z naniesionymi markerami SSR zi-
dentyfikowano QTL na chromosomie 6AL [CHANTRET i wsp. 2000], w rejonie genu MIRE
(genu odpornosci na Blumeria graminis). Mingeot 1 wsp. (2002) zmapowali QTL w locus
genu Pm4B (marker RFLP — XgbxG303), wyjasniajacy blisko 40% zmiennosci. Pozostate
QTLe zlokalizowane byly na chromosomach 2B [MINGEOT i wsp. 2002], 1B i 2A [LIU i
wsp. 2001]. Cztery znaczace QTL odpornos$ci na B.graminis u pszenicy wykryte zostaty na
podstawie testow inokulacyjnych w stadium siewki [JAKOBSON 1 wsp. 2012]. Zostaly one
zlokalizowane w obrgbie genomu A na chromosomach 4A, SA, 7A, 1A oraz na chromosomie
5B. W stadium ro$liny dojrzatej pszenicy na podstawie powierzchni pod krzywa rozwoju cho-
roby, AUDPC, zidentyfikowano QTLe na chromosomie 1AS oraz na 2BL [LIANG i wsp.
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2006]. Na podstawie maksymalnego porazenia rosliny uzyskanego w testach polowych Lan i
wsp. (2009) zidentyfikowali QTLe: QPm.caas-1A4, QPm.caas-6BS, QPm.caas-7A.

Dla pszenzyta nie zidentyfikowano loci cech ilosciowych zwigzanych z odpornoscia
na Blumeria graminis. Wykryto natomiast QTL warunkujace odporno$¢ na takie choroby,
jak: septorioza plew (Stagonospora nodorum) oraz plesn §niegowa (Microdochium nivale),
odpowiednio na chromosomach 6A, 4B, 5B oraz 2A, 3A, 5A, 6A, 1B, 3B, 5B, 6B i 7B
[SZECHYNSKA-HEBDA i wsp. 2011].
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2. CEL PRACY

Celem pracy byla konstrukcja mapy genetycznej pszenzyta opartej na segregacji mar-
keréw molekularnych w dwukierunkowej populacji F, ‘Lamberto’ i ‘Grenado’, a takze lokali-
zacja rejonéw genomu lub markeréw molekularnych zwigzanych z odpowiedzig ro$liny na
infekcj¢ Blumeria graminis.

Praca skupia si¢ na poszukiwaniu podstaw genetycznych odpornosci pszenzyta na
Blumeria graminis o cechach odpornosci ilosciowej. Umozliwi to prowadzenie badan w celu
nagromadzenia (piramidyzacji) wiecej niz jednego genu odpornosci u jednego gatunku rosli-
ny, co w znacznym stopniu moze zwigkszy¢ odporno$¢ na tego patogena grzybowego. Anali-
za genotypowa przy wykorzystaniu markeréw molekularnych typu DArT i SSR wraz z wyni-
kami testow stopnia porazenia populacji pszenzyta izolatami grzyba (inokulacyjnych oraz
polowych), postuzy do identyfikacji markeré6w zwigzanych z odpornoscia na Blumeria gra-
minis w populacji pszenzyta ‘Lamberto’ i ‘Grenado’, oraz okreslenia rodzaju wystepujacej

odpornosci.
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3.1. Material badawczy

Materiat ro$linny stanowity odmiany ozime heksaploidalnego pszenzyta (AABBRR)
(X Triticosecale Wittm.) — ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ oraz ich dwukierunkowe mieszance F; i
rodziny F3 (populacje ‘Lamberto’x’Grenado’ (LG) oraz ‘Grenado’x‘Lamberto’ (GL)). Wy-
prowadzanie mieszancoOw przeprowadzone bylo przez firm¢ DANKO Hodowla Roslin Sp. z
0.0. w Choryni. Obie odmiany byly dobrze scharakteryzowane pod wzgledem odpornosci na
Blumeria graminis. ‘Lamberto’ to bardzo podatna na infekcje Blumeria graminis sp. odmiana
pszenzyta ozimego, wytypowana na podstawie wieloletnich obserwacji polowych oraz da-
nych COBORU. Odmiang t¢ charakteryzuje srednia mrozoodpornos$¢, dos¢ duza odpornosci
na wyleganie oraz $rednia tolerancja na zakwaszenie gleby. Odmiana ‘Lamberto’ zostata
skreslona z Krajowego Rejestru Odmian Roslin Uprawnych w 2007 roku na wniosek hodow-
cy [http://www.coboru.pl/Polska/odm_szczegoly.aspx?nrodm=1828§].

‘Grenado’ to odmiana o wysokiej i stabilnej w latach odpornosci na infekcje
B.graminis. Jest to odmiana potkarlowa hodowli DANKO, jedna z najkrotszych odmian
wsrod pszenzyt zarejestrowanych w Polsce. ‘Grenado’ jest szeroko uprawiane w Europie.
Wyrdznia si¢ bardzo wysokim potencjalem plonowania w réznych warunkach glebowo-
klimatycznych, dzigki odpornosci na zakwaszenie gleby. Posiada bardzo wysoka odpornosé
na wyleganie oraz charakteryzuje si¢ bardzo dobra zimotrwato$cig
[http://www.danko.pl/grenado].

Pojedyncze ros§liny odmian ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ krzyzowano w obu kierunkach w
celu uzyskania mieszancoéw F;. Z roslin F; LG uzyskano pod izolatorem nasiona F,. Na 186
ro$linach F, w stadium siewki przeprowadzono w szklarni testy inokulacyjne z wykorzysta-
niem mieszaniny izolatow B. graminis. Jesienia, po wykonaniu testow rosliny F, przewiezio-
no do stacji DANKO HR Sp. z 0.0. w Laskach 1 wysadzono w polu. Wiosng z roslin populacji
F, zebrano liscie, ktore stanowity materiat do badan molekularnych. W okresie poprzedzaja-
cym kwitnienie kazda ros$lina F, zostata zaizolowana w celu pozyskania ziarna pokolenia F3
LG. Podobnie, na drodze krzyzowania pojedynczych roslin uzyskano ziarniaki populacji F,
GL, ktore wysiano w celu rozmnozenia. Uzyskano ziarna F», ktore skietkowano, nastgpnie
przeprowadzono testy inokulacyjne na 453 siewkach, ktore kolejno wysadzono w oddziale
IHAR w Krakowie.

Materiat infekcyjny w testach stopnia porazenia ozimego heksaploidalnego pszenzyta
(X Triticosecale Wittm.) stanowita mieszanina 5 jednokonidialnych izolatow Blumeria gra-
minis wyodrgbnionych sposréd 40 izolatow z krajowej populacji grzyba zebranej w 2007 ro-
ku. Izolaty pochodzily z probek porazonych lisci pszenzyta z pigciu miejscowosci: Borowo,
Krakéw, Krzeszowice, Laski 1 Smolice, z r6znych odmian pszenzyta, oraz charakteryzowaty

si¢ wysokim poziomem wirulencji wobec odmiany ‘Lamberto’. Materiatl infekcyjny zostat
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zgromadzony przez dr Ann¢ Strzembicka-Wozniak z Pracowni Patologii Zb6z IHAR w Kra-

kowie.

3.2. Analiza genotypowa

Analize genotypowa rozpoczynata izolacja materiatu genetycznego z ro$lin populacji
mapujacej oraz komponentdw rodzicielskich. Nastepnie przeprowadzane byty analizy DArT i
SSR. Uzyskane dane wykorzystano do okreslenia struktury obu populacji oraz konstrukcji

mapy genetycznej pszenzyta.

3.2.1. Izolacja dna roslin

Material do badan molekularnych pobrano z 186 roslin populacji F, ‘Lamber-
to’x‘Grenado’ oraz 453 ro$lin populacji F, ‘Grenado’x‘Lamberto’ rosngcych na poletkach
doswiadczalnych w Laskach i Krakowie. Pobrany material zamrozono i poddano liofilizacji.
Izolacje¢ DNA z roslin przeprowadzono zgodnie z metoda Milligana [MILLIGAN 1992]. Do
probowek typu Eppendorf zawierajacych zliofilizowany material roslinny dodano 600ul bufo-
ru ekstrakcyjnego zawierajacego: 1% PVP (w/v), 0.1M Tris pH 8.0, 0.05M EDTA pH 8.0,
0.5M NacCl, 0.2% B-merkaptoetanol (v/v). Mieszaning homogenizowano przez 2-5 minut za
pomocg plastikowej bagietki. Do uzyskanego homogenatu dodano 125ul 10% SDS (w/v) pH
7.2 1 mieszano na wytrzasarce typu VortexTK3S przez 30 sekund. Nastepnie inkubowano w
tazni wodnej w temperaturze 65°C przez 20 minut, mieszajac przez odwracanie, co 7 minut.
Po wyjeciu z tazni wodnej dodano 200ul SM octanu potasu, doktadnie mieszano 1 przetozono
na 16d na 5 minut. Po schtodzeniu wirowano przez 30 minut w temperaturze 4°C (wiréwka
SIGMA typu 3-16K, nr rotora 12131-H). Uzyskany supernatant przeniesiono do nowych pro-
bowek typu Eppendorf i dodano 400ul 3M octanu sodu pH 5.2. Probéwki wymieszano przez
dwukrotne odwrocenie. Wstawiono na 2 godziny do zamrazarki o temperaturze -20°C, po
czym odwirowano przez 15 minut przy 8000rpm w temperaturze 4°C. Supernatant usunigto, a
osad przeptukiwano dwukrotnie 1ml schtodzonego 70% alkoholu etylowego, mieszajac przez
30 sekund. Wirowano przez 10 minut przy 8000rpm w temperaturze 4°C. Osad suszono przez
0.5-1 godziny w temperaturze pokojowej. Po wysuszeniu otrzymany osad DNA rozpuszczono
w 49.75ul wody destylowanej 1 dodano 0.25pul roztworu RNAzy o st¢zeniu 10pg/ul. W celu
catkowitego rozpuszczenia DNA przeniesiono do lodowki (temperatura 4°C) na czas od 1 do
24 godzin.

Stezenie DNA okreslano elektroforetycznie przy zastosowaniu 1.5% (w/v) zelu agaro-
zowego zawierajacego 0.00001% (w/v) bromku etydyny. Zel agarozowy przygotowano po-
przez rozpuszczenie 1.5g agarozy w 100ml buforu TBE (6mM Tris, 9mM kwas borowy,
3mM EDTA), cato$¢ podgrzewajac. Roztwoér schtodzono do temperatury okoto 60°C, po
czym dodano 1ul 1% bromku etydyny, wylewano do naczynia firmy Owl i umieszczano
grzebienie w celu utworzenia studzienek. Po 30 minutach grzebienie usuwano, a naczynie z

zelem umieszczano w komorze do elektroforezy wypetionej buforem TBE. Prébki do nato-
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zenia na zel przygotowano poprzez zmieszanie: 2l uzyskanego roztworu wodnego DNA, 4pl
wody destylowanej 1 3.5ul buforu obcigzajacego (roztwor 0.83% bigkitu bromofenolowego i
0.83% ksylenu w glicerolu). Jako standard wielkos$ci stosowano GeneRuler 100bp DNA Lad-
der (Fermentas) skladajacy si¢ z 10 fragmentéw o dtugosci: 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200 oraz 100 par zasad. Do studzienek naktadano wcze$niej przygotowane probki

zawierajace wyizolowane DNA. Elektroforez¢ prowadzono przez 30 minut przy napigciu
120V.

Rys. 3.1. Rozdzial sprawdzajacy na 1.5% zelu agarozowym: probki populacji ‘Lamber-
to’x‘Grenado’ (opis studzienek: 1 to standard wielkos$ci, 2 — 3 to DNA roslin o stopniu pora-
zenia 0 (ro$liny odporne), 4 — 27 to DNA roslin o stopniu porazenia 1-2 (rosliny $redniood-
porne), 28 — Lamberto, 29 — Grenado, 30 — 49 to DNA roslin o stopniu porazenia 4 (rosliny
wrazliwe).

Po zakonczeniu elektroforezy zel umieszczano w aparacie ChemiDoc XRS BioRad i
wykonywano zdjecie pod transiluminatorem (Rys. 3.1). Na podstawie intensywnosci fluore-
scencji prazka okres§lano stgzenie DNA w probkach. W celu przeprowadzenia analiz PCR
badane probki rozcienczano do koncowego stezenia 10ng/pl, natomiast do analiz DArT do

koncowego stezenia 100ng/pl.

3.2.2. Analiza systemami markerowymi

Dane pochodzace z analiz molekularnych sg binarnym, zero-jedynkowym zapisem
uzyskanych wynikow. Fakt wystapienia prazka o danej masie na elektroforogramie (markery
SSR) lub sygnatu hybrydyzacyjnego (markery DArT) jest zapisywany jako 1, brak prazka lub
sygnatu jako 0. W ten sposob matematyczny obraz analizowanej puli genotypow ma postaé
zero-jedynkowej macierzy [MANKOWSKI i wsp. 2011].

Analiza DATT byla wykonana ustugowo przez firm¢ Diversity Array Technology Pty
Ltd. Przygotowanie probek DNA polegato na przeprowadzeniu powtornej izolacji DNA me-
todg Milligana oraz sprawdzeniu stezenia DNA na zelu agarozowym. Nastgpnie preparaty
DNA rozcienczono tak, aby stezenie koncowe probek wynosito 100ng/ul. W kolejnym etapie
przygotowano plytki 96-dotkowe, do ktorych przeniesiono po 10ul probek. Do kazdego dotka
dodano 1pl buforu TE (ImM Tris-HCl, ImM EDTA). Ptytki doktadnie zamknigto zgodnie z
zaleceniami firmy 1 wystano do analizy.

Amplifikacj¢ sekwencji mikrosatelitarnych — SSR, przeprowadzono dla 29 par starte-
row (Tabela 3.1) w celu wysycenia regiondow zwigzanych z odpornos$cia na B. graminis wska-
zanych po wstepnych analizach DArT. Sekwencje stosowanych w pracy starterow zostaly w

wiekszosci udostepnione przez Dr V. Korzuna. Sekwencje 4 par starteréw SSR, dostepnych w
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bazie danych GrainGenes to: gwm37(L: 5-ACTTCATTGTTGATCTTGCATG-3’, R: 5’-
CGACGAATTCCCAGCTAAAC-3’), gwm391 (L: 5>~ ATAGCGAAGTCTCCCTACTCCA-3’, R: 5’-
ATGTGCATGTCGGACGC-3’), scm0107 (L: 5-CCCGAACCCTAACCCTAAAA-3’, R: 5’-
AGCTCCTTCTCCTCCCTGAC-3%), scm47 (L: 5 -ACATCACTGGAGGAGGAGAT-3’, R: 5’-
CACGTGGTTCACAAGCAT-3"). Wybranych 29 markerdéw przetestowano pod katem wyste-
powania polimorfizmu na komponentach rodzicielskich, a nast¢pnie przeprowadzono analizy

oddzielnie dla kazdej populacji F».

Tabela 3.1. Zestawienie markerow SSR z chromosoméw 1R, 4R oraz 6R testowanych w celu
wysycenia regionéw zwigzanych z odpornoscig na B.graminis w populacjach GL oraz LG
(lokalizacja wg GrainGenes), temperatur przytaczania starterow (temp. 2) 1 mieszanin reakcji
PCR.

Temperatura Mieszanina
Lp. Marker Lokalizacja przylacznia .
starterow reakcyjna
1 2 3 4 5
1 gwm37 6R 52 MIX 1
2 gwm391 6R 52 MIX 1
3 remsl1247 6R 52 MIX 1
4 sem0001 1R 58 MIX 1
5 scm0004 IR 52 MIX 1
6 scm0021 1R 55 MIX 1
7 scm0036 1R 55 MIX 1
8 scm0068 6R 58 MIX 1
9 sem0107 IR 58 MIX 2
10 sem0126 1R 58 MIX 2
11 sem0127 1R 55 MIX 2
12 scm0142 6R 55 MIX 1
13 sem0176 6R 55 MIX 1
14 sem0177 1R 52 MIX 1
15 scm0214 6R 50 MIX 1
16 scm0247 IR 55 MIX 1
17 scm0269 1R 55 MIX 1
18 scm0274 1R 52 MIX 1
19 scm0275 6R 55 MIX 1
20 scm0310 6R 58 MIX 1
21 scm0340 1R 55 MIX 1
22 scm046 6R 55 MIX 1
23 scm06 4R 58 MIX 1
24 scmll6 4R 55 MIX 1
25 sem219 4R 52 MIX 1
26 scm251 4R 55 MIX 1
27 sem277 4R 55 MIX 1
28 scm295 6R 58 MIX 1
29 scm47 4R 55 MIX 1
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Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Do amplifikacji fragmentow DNA metodg PCR wykorzystywano termocykler Gene
Amp PCR System 9700, a do sporzadzenia mieszaniny reakcyjnej uzyto odczynnikow firmy
Fermentas. Startery syntetyzowane bylty przez firm¢ Metabion. Zastosowano mieszaniny re-
akcyjne o dwodch réznych sktadach przedstawionych w Tabeli 3.2. Reakcja tancuchowa poli-
merazy sktadata si¢ z etapéw: wstepnej denaturacji (1 cykl), wstepnej amplifikacji (7 cykli),
amplifikacji whasciwej (41 cykli) oraz jednego cyklu koncowego wydluzania. Temperatury
dla poszczegdlnych etapow reakcji zostaly przedstawione w Tabeli 3.3. Modyfikacja podsta-
wowego profilu temperaturowego polegala na zastosowaniu dwoch réznych temperatur na
etapie przylaczania startera (Tabela 3.3). Po kazdym z 7 cykli amplifikacji wstgpnej tempera-
tura przylaczania startera (Temp. 1) byla zmniejszana o 1°C do chwili osiggni¢cia zadane;j
temperatury przytaczania startera (Temp. 2) w etapie amplifikacji wtasciwej. Do amplifikacji
produktow z wykorzystaniem 18 wybranych par starterow (wykazujacych polimorfizm mig-
dzy formami rodzicielskimi) stosowano 4 r6zne modyfikacje profilu temperaturowego w za-

leznosci od temperatury przytaczania startera (Tabela 3.1).

Tabela 3.2. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR dla jednej proby.

Odczynnik MIX 1 MIX2
DNA (10ng/pL) 1.5 1.5
Bufor do PCR (10X)
MgCl, (25uM)
dNTP (2mM)
Starter 1 (10uM) 0.5 0.5
Starter 2 (10uM) 0.5 0.5
Spermidyna (10mM) 0.8 0.8
Polimeraza TAQ (1U/uL) 0.4 0.6
Woda 10.3 10.1
Objetos¢ koncowa (uL) 20 20

Tabela 3.3. Profil temperaturowy reakcji PCR

. Temperatura | Czas reakcji | Liczba
Etap reakcji PCR ©C) (s) cykli

Denaturacja wstepna 95 120 1

Denaturacja 94 45
Amplifikacja Przylaczenie starterow (Temp. 1) 57-72 45 7
wstepna

Wydluzanie 72 45

Denaturacja 94 45
Ampl.lﬂkacj a Przylaczanie starterow (Temp. 2) 50-65 45 41
wlasciwa

Wydtuzanie 72 45
Koncowe wydluzanie 72 10 min 1
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Rozdzial produktéow PCR na zZelu poliakrylamidowym

Wszystkie produkty reakcji PCR byly rozdzielane za pomocg elektroforezy w zelu po-
liakrylamidowym z zastosowaniem aparatu do elektroforezy pionowej S3S firmy Ther-
moScientific Owl. Rozdzial byt podzielony na 5 etapdw: przygotowanie szyb, przygotowanie
zelu, przygotowanie probek, rozdziat produktéw amplifikacji oraz barwienie zelu.

Zel poliakrylamidowy byt wylewany pomiedzy dwie szyby: duza (35 x 45 cm) i mala
(35 x 43 cm). Przygotowanie szyb polegato na dwukrotnym ich przemyciu etanolem, nastgp-
nie wigkszg ptyte traktowano roztworem Bind Silane (950ul 99.9% etanolu, 50ul 99.5% kwa-
su octowego oraz 2ul Bind Silane) i pozostawiano na cztery minuty. Kolejno szybe przemy-
wano dwukrotnie 96% etanolem w odstepach dwdéch minut. Mata szybe przemywano 1ml
roztworu akrylazy. Po wyschnigciu szyby skladano stosujac przektadki boczne o grubosci
0.3mm.

Przygotowanie zelu: 60.8ml 5.6M mocznika, 9.6ml 10x stezonego TBE (0.7M Tris,
0.9M kwas borowy, 0.03M EDTA), 9.6ml 40% akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid — 19:1),
40pul TEMED oraz 150ul 10% APS, zmieszano ze soba 1 wlano migdzy poziomo ustawione
szyby. Od strony malej szyby umieszczano grzebien o grubosci 0.3mm w celu utworzenia
studzienek. Tak przygotowany zel pozostawiano na 1.5 godziny, aby spolimeryzowat. Po tym
czasie szyby wraz z zelem umieszczano w pionowym aparacie do elektroforezy, a do komory
dolnej 1 gornej dodawano 1x stgzonego buforu TBE. Aparat wigczano w celu rozgrzania szyb
i zelu do okoto 50°C.

Przygotowanie probek po reakcji PCR polegato na dodaniu do nich jednakowej obje-
tosci buforu do prob (formamid zawierajacy 0.03% (w/v) biekitu bromofenolowego, 0.03%
(w/v) cyjanolu ksylenu i ImM EDTA). Probki poddawano denaturacji na bloku cieplnym w
temperaturze 95°C przez 5 minut, po czym natychmiast przenoszono na l6d na 5 minut (w
celu zapobiezenia renaturacji probek DNA). Do studzienek zelu naktadano po 2.5ul probki.

Elektroforeze produktéw amplifikacji przeprowadzano przez 70 minut przy 2000V w
temperaturze ok. 55°C. Po zakonczeniu rozdzialu szyby rozdzielano za pomoca metalowej
szpatutki. Malg szybg¢ usuwano, natomiast zel przyklejony na duzej szybie byt przeznaczony
do barwienia.

Duza szybg wraz z zelem przenoszono do kuwety i ptukano 10% kwasem octowym
przez 30 minut w celu jego utrwalenia. Nastepnie trzykrotnie przeptukiwano szybe z zelem
wodg destylowang w odstgpach dwuminutowych, po czym zalewano 0.2% (w/v) roztworem
azotanu srebra z 0.3% (v/v) formaldehydem i1 pozostawiano do barwienia na 30 minut. Po
przemyciu woda destylowang fragmenty DNA wywotywano 6% (w/v) roztworem weglanu
sodu z 0.3% (v/v) formaldehydem 1 0.04% (w/v) tiosiarczanem sodu. Reakcj¢ barwienia za-
trzymywano ponownie zalewajac 10% kwasem octowym, w celu utrwalenia uzyskanych wy-
nikow. Po uptywie 10 minut przeptukiwano Zel woda destylowang w celu usunigcia kwasu
octowego przez okoto 30 minut i pozostawiano do wyschnigcia na powietrzu. Po wyschnieciu

dokonywano opisu zelu 1 fotografowano uzyskane wyniki.
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3.2.3. Badanie struktury populacji

Oceng struktury populacji dwukierunkowej ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ przeprowadzono
na podstawie wystepowania markerow DArT. Dane pochodzace z macierzy zero-jedynkowe;j
majg charakter skategoryzowany, to znaczy, ze rzeczywista roznica pomi¢dzy wystapieniem i
brakiem danego prazka nie moze by¢ zapisana matematycznie jako réznica (1-0). Dlatego tez
do analizy takich danych nie powinno si¢ wykorzystywa¢ klasycznych miar odlegtosci po-
miedzy obiektami, takich jak odlegtosé Euklidesa [MANKOWSKI i wsp. 2011]. Zastosowana
miarg podobienstwa byl wspotczynnik Dice’a (zwany rowniez miarg Nei’a i Li) [DICE 1945;
NEIi LI, 1979]. Do obliczania odleglosci pomiedzy skupieniami wykorzystano metode¢ $red-
nich potaczen — UPGMA. W wyniku tej analizy uzyskano wykres przypominajacy drzewo,
zwany dendrogramem.

Struktura populacji mapujacej zostata takze zbadana poprzez analize gtdéwnych wspot-
rzgdnych (PCoA). Wynikiem analizy PCoA jest wykres przedstawiajacy rozmieszczenie
obiektow (genotypdw) w przestrzeni dwoch wspotrzednych przedstawiajacych gléwne, nieza-
lezne Zrddta zmiennoSci.

Analize struktury populacji przeprowadzono takze przy uzyciu programu STRUCTU-
RE 2.3.4 [PRITCHARD 1 wsp. 2000]. Testowano dopasowanie struktury populacji GL i LG
do modeli liczacych od K=1 do K=10 subpopulacji. Niezalezne populacje byty wyodrebniane
na podstawie cze¢stotliwos$ci wystepowania alleli w poszczegolnych loci. Pojedyncze genoty-
py moga by¢ przydzielone do réznych subpopulacji w zalezno$ci od testowanego modelu.
Program zaktada, ze wewnatrz populacji loci utrzymuja rownowage sprzgzen zgodnie z pra-
wem Hardy-Weinberga. Uzyskany wynik AK(K) wskazuje na rzeczywistg liczbg subpopula-
cji sktadajacych si¢ na badang populacj¢ dwukierunkowa ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’.

3.2.4. Konstrukcja mapy genetycznej

Mapowanie genetyczne zostalo przeprowadzone w programie JoinMap4 [VAN OOI-
JEN 2006] na podstawie matrycy zawierajacej dane zero-jedynkowe markerow DArT w po-
pulacji mapujacej, uzupetnione o wybrane markery SSR z rejondw przypuszczalnie zwigza-
nych z odporno$cia na Blumeria graminis. Ze wzglgdu na niewielka liczno$¢ obu populacji
‘Lamberto’x‘Grenado’ 1 ‘Grenado’*‘Lamberto’ potaczono obie matryce DArT. Matryca zo-
stata przeksztatlcona w programie Excel w zapis zawierajacy informacje¢ o pochodzeniu mar-
keréw od danego rodzica. Zapis danych dotyczacy rodzicow, zostat ujednolicony w nastgpu-
jacy sposob: porownywano wyniki uzyskane dla roznych probek rodzicéw i oznaczano mar-
kery o nieustalonym pochodzeniu. Dane niepewne byly zaznaczane i szczeg6lnie analizowane
podczas tworzenia mapy genetycznej. W celu konstrukcji mapy genetycznej dane typu 0-1
przepisywano na zapis literowy A, B, C, D 1 H uwzgledniajacy pochodzenie allelu. Markerom
niewykazujacym sygnatu hybrydyzacyjngo podczas analizy DArT u odmiany ‘Grenado’ (0’
— homozygota) przypisano — A, markerom wykazujagcym sygnal hybrydyzacyjny u odmiany
‘Lamberto’ (‘1° — heterozygota lub homozygota ‘Lamberto’) przypisano C. Markerom niewy-
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kazujacym sygnatlu hybrydyzacyjnego u odmiany ‘Lamberto’ (‘0’ - homozygota) — przypisa-
no B, markerom wykazujagcym sygnat hybrydyzacyjny u odmiany ‘Grenado’ (‘1’ — heterozy-
gota lub homozygota ‘Grenado’) — przypisano D. Tak przygotowang matryc¢ danych wpro-
wadzano do programu JoinMap4. Markery SSR, ktore ze wzgledu na charakter kodominacyj-
ny, wykazywaty sygnat hybrydyzacyjny pochodzacy od obu odmian ‘Lamberto’ i ‘Grenado’
oznaczano H.

Podczas konstrukcji wspdlnej matrycy dla obu populacji pszenzyta, tworzgc matryce
populacji dwukierunkowej ‘Lamberto’ i ‘Grenado’, ujednolicono zapis macierzy 0-1. Jezeli
dane dla rodzicéw byty niezgodne, to testowano marker w obu mozliwych fazach i wlasciwa
fazg¢ przypisywano na podstawie dalszych etapow mapowania genetycznego, lub marker od-
rzucano.

Przy pomocy programu mapujacego JOINMAP 4 obliczono czestosci rekombinacji
migdzy markerami, poprzez zastosowanie funkcji mapujacej Kosambiego. W wyniku tej ana-
lizy uzyskano odlegto$ci mapowe pomigdzy poszczegdlnymi markerami wyrazone w cM. Za
krytyczny poziom istotnosci LOD przyjeto warto$¢ 3.0, ponizej ktérej odrzucano prawdopo-
dobienstwo sprzg¢zenia dwoch loci. W trakcie procesu tworzenia mapy odrzucono 100 marke-
row DArT, ktore wprowadzaty zbyt duze odleglo$ci w uzyskanych grupach sprzezen lub two-
rzyly mate grupy ztozone z kilku markerow.

Przy uzyciu programu QTL IciMapping Version 3.2 [WANG 1 wsp. 2012a] uzyskano
efektywng mape genetyczng po wyodrgbnieniu markerow o podobnych lokalizacjach w da-

nych grupach sprzezen oraz posiadajacych wiecej danych brakujacych.

3.3. Analiza fenotypowa

Ocena fenotypowa populacji mapujacej obejmowata testy inokulacyjne na obu popu-
lacjach F; oraz testy prowokacji infekcji w polu (tzw. testy polowe) na populacji F5 ‘Lamber-
to’x‘Grenado’.

W szklarniach IHAR w Krakowie wysiano rosliny pokolenia F, obu populacji i infe-
kowano mieszaning izolatow Blumeria graminis. W te$cie laboratoryjnym siewki inokulowa-
no w fazie 2-go liScia izolatami grzyba i po 12-dniowej inkubacji przeprowadzano oceng po-
razenia w skali 5-cio stopniowej, w ktorej 0, 1, 2 oznaczaja odpornos¢, a 3 1 4 wrazliwos¢.

Testy polowe prowadzone byly w Laskach w firmie DANKO HR Sp. z 0.0. pod nad-
zorem mgr inz. Mirostawa Pojmaja. W szklarniach wysiane zostaty rosliny podatne na pora-
zenia Blumeria graminis. Pojedynki zostaly zainfekowane mieszaning izolatow maczniaka
prawdziwego i1 wykorzystane do podzniejszej prowokacji infekcji w polu. Rodziny mieszan-
cow F; 1 form rodzicielskich zostaly wysiane w uktadzie blokoéw losowych w miejscowosci
Laski w dwoch powtorzeniach. Warunki do§wiadczenia polowego przedstawiaty si¢ w naste-
pujacy sposob: rozstaw rzedow — 20cm, odlegto$¢ miedzy ros§linami — 7em. W 2010 roku w
Laskach przeprowadzono oceng fenotypowa 186 pojedynkow pokolenia F3; na trzech gornych

lisciach w okresie kloszenia, kwitnienia i1 tworzenia ziarniaka. Oceng wykonano w skali 9-cio
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stopniowej, w ktorej liczba 1 oznacza brak odporno$ci, natomiast liczba 9 brak objawdw po-
razenia.

Jako pierwsze kryterium odpornosci uznano procentowg powierzchnig lisci roslin po-
pulacji F3 porazonych przez maczniaka prawdziwego. W celu uzyskania warto$ci procento-
wych (ang. proportion of diseased leaf area (x)), oceny polowe (F) w skali od 1 do 9 uzyska-
ne dla kazdej rosliny z kazdego z trzech terminéw przeksztatcono (Tabela 3.4) zgodnie ze
wzorem [FINCKH i wsp. 1999]:

x — —
In (E) = —5,09 + 0,94 * (10 — F).

Tabela 3.4. Oceny polowe porazenia populacji pszenzyta F; ‘Lamberto’ x ‘Grenado’ (skala
od 1 do 9) oraz odpowiadajacy im procent porazonej powierzchni lisci.

Ocena polowa Procent porazonej powierzchni
(F) (x) %
9 1.55
8 3.88
7 9.36
6 20.91
5 40.37
4 63.41
3 81.61
2 91.91

1 96.67

Druga metoda pomiaru odpornosci roslin byto wyznaczenie powierzchni pod krzywa
rozwoju choroby (AUDPC) na podstawie Sredniego procentu porazenia lisci z trzech termi-
now oraz ilosci dni jakie dzielily poszczegodlne oceny. Powierzchnia pod krzywa rozwoju cho-
roby zostata obliczona ze wzoru [SHANER 1 FINNEY, 1977, NADZIAK i BILINSKI, 2006]:

(Yi +Y;
AUDPC = ¥ [FH50] ¢ (X, — X4,

gdzie: n - liczba obserwacji,
1 - numer obserwacji,
Y; - $rednia powierzchnia porazenia lisci na roSlinie,
X; - czas (dzien) obserwacji,
n - liczba wszystkich obserwacji.
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Uzyskane wyniki stopnia porazenia lisci populacji F; ‘Lamberto’x‘Grenado’ zostaty
poddane jednoczynnikowej analizie wariancji. Wyniki AUDPC, najnizsze oceny porazenia
uzyskane dla poszczegdlnych roslin populacji F; ‘Lamberto’x‘Grenado’ oraz wyniki testow
inokulacyjnych populacji F, ‘Grenado’x‘Lamberto’ zostatly wykorzystane do wyznaczenia

rejonéw genomu populacji pszenzyta zwigzanych z odpornoscia na Blumeria graminis.

3.4. Analiza QTL

Na podstawie wynikow oceny fenotypowej oraz skonstruowanej mapy genetycznej
populacji dwukierunkowej ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ przeprowadzono identyfikacje loci cech
ilosciowych (QTL). Wyniki oceny polowej populacji F; ‘Lamberto’x’Grenado’ uzyskano w
skali ciaglej, co umozliwilo przeprowadzenie zlozonego mapowania QTL. Oceng inokulacyj-
ng na roslinach w stadium siewek obu populacji wyjsciowych przeprowadzono w skali sko-
kowej, dlatego tez mozliwe byto mapowanie markeréow, a nie QTL zwigzanych z odpornoscia
na Blumeria graminis. Identyfikacje tych markeréw wykonano stosujac nieparametryczny test
Kruskal-Wallisa, bedacy odpowiednikiem jednoczynnikowej analizy wariancji, oraz metode
SMA. Identyfikacj¢ i lokalizacj¢ QTL na uprzednio skonstruowanej mapie genetycznej prze-
prowadzono przy uzyciu trzech programéw do mapowania loci cech ilosciowych. W progra-
mie Windows QTL Cartographer 2.5 (WANG 1 wsp. 2012b] zastosowano modele oblicze-
niowe: IM oraz CIM. W programie QTL IciMapping v3.1 [WANG i wsp. 2012a] wykorzy-
stano modele: SMA, IM-EPI oraz ICIM-EPI. Mapowanie nieparametryczne w postaci wyko-
nania testu Kruskal-Wallisa przeprowadzono w programie MapQTL [VAN OOIJEN 2004].
Modele IM-EPI oraz ICIM-EPI wykorzystano do ewentualnej identyfikacji markerow wyka-
zujacych efekty epistatyczne.

W programie Windows QTL Cartographer 2.5 metod¢e CIM przeprowadzono przez
wybodr standardowego modelu ‘Model 6°, wybierajacego niektore markery jako kontrolne,
oraz metody regresji ‘Forward & Backward’. Dla obu metod IM oraz CIM wybrano poziom
istotnosci rowny 0.05 oraz krok 2 cM. SMA zostata przeprowadzona dla modelu domyslnego.
Poziom krytyczny testu LOD zostal wyznaczony na podstawie 1000 permutacji. Istotne staty-
stycznie loci cech ilo§ciowych sa identyfikowane w rejonie okreslanym przez pik krzywej
LOD, w rejonie, w ktérym przekracza on uzyskany poziom krytyczny testu LOD=2.5, a war-
to$¢ wspotczynnika determinaciji R? jest > 10%.

W programie QTL IciMapping v3.1 dla wszystkich metod przyjeto opcje usuwania
brakujacych danych fenotypowych z mapowania QTL. Dla analizy SMA oraz IM-EPI przyje-
to btad typu I rowny 0.05 wptywajacy na warto$¢ krytyczng LOD wyznaczong w wyniku
1000 permutacji. Ze wzgledu na zbyt wysoki prog LOD uzyskany w wyniku przeprowadzo-
nych permutacji analizy wykonano ponownie ustalajagc manualnie prég LOD rowny 2.5. Dla
wszystkich analiz przyjeto krok rowny 2 ¢cM. Dla metod ICIM-ADD oraz ICIM-EPI dodat-

kowo przyjeto prawdopodobienstwo stopniowej regresji réwne 0.010.
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3.5. Cytologia

W celu potwierdzenia obecnosci 42 chromosomdow u odmian rodzicielskich populacji
‘Lamberto’x’Grenado’ wykonano preparaty chromosomoéw mitotycznych merystemow
wierzchotkowych korzeni. W celu zatrzymania podziatow komoérkowych w fazie mitozy za-
stosowano przechowywanie korzeni w lodowatej wodzie w tazni lodowej w temperaturze 4°C
przez 24-27h. Wielu autoréw donosi, ze to jest najefektywniejszy sposob uzyskiwania skon-
densowanych chromosomoéw mitotycznych zb6z [MIRZAGHADERI 2010; OLESZCZUK i
wsp. 2011; SUGIYAMA 1 wsp. 2012,].

Ziarna form rodzicielskich populacji ‘Lamberto’x’Grenado’ zostaly wysiane na szal-
kach Petriego o $rednicy 10cm na podwojnej warstwie bibuty filtracyjnej, zwilzonej wodg z
kranu. Ziarna pozostawiono w temperaturze pokojowej na 3-4 dni do momentu wypuszczenia
korzeni. Nastepnie korzenie o dtugosci 1-1.5cm odcigto, przeniesiono do zimnej destylowane;j
wody (ok. 1°C) i przechowywano na lodzie w temperaturze 4°C przez okoto 27 godzin. Po
doktadnym osuszeniu korzeni z wody przy pomocy bibuty, utrwalano je w roztworze Carnoya
(mieszanina alkoholu etylowego 99.8% : lodowatego kwasu octowego, 3:1) przez okoto 24
godziny w temperaturze 27°C. Utrwalone korzenie przeniesiono do 1% roztworu acetokarmi-
nu (1% karmin w 45% kwasie octowym) na 4 godziny i przygotowano preparaty gniecione
[OLESZCZUK i wsp. 2011].

W wyniku optymalizacji metodyki stwierdzono, iz najwyrazniejsze chromosomy mi-
totyczne uzyskuje si¢ dzigki przetrzymaniu korzeni w lodowej tazni w temperaturze 4°C dhu-
zej niz 24 godziny. Istotna jednak okazata si¢ temperatura, w ktorej przeprowadzano utrwala-
nie — najlepsze efekty uzyskiwano w temperaturze 27-30°C. Ogrzewanie szkietka mikrosko-
powego z komoérkami merystemu wierzchotkowego korzenia nad palnikiem przez 3-5 minut
(bez zagotowania 1% acetokarminu) utatwito zniszczenie sciany komorkowej oraz uzyskanie

przejrzystego wygladu cytoplazmy otaczajacej chromosomy.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza genetyczna

Analiza genetyczna obejmowata badanie polimorfizmu markeréw DArT i struktury
populacji dwukierunkowej ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ oraz konstrukcje map genetycznych popu-
lacji ‘Lamberto’*‘Grenado’ i ‘Grenado’*‘Lamberto’. Uzyskane mapy stanowily podstawe do
identyfikacji markerow zwigzanych z rejonami odpowiedzialnymi za odporno$¢ na maczniaka
prawdziwego. W dalszym etapie wykonano analizy SSR w celu wysycenia wybranych rejo-

now genomu.

4.1.1. Analizy DArT

W wyniku analizy DArT na 91 roslinach populacji F, ‘Grenado’x‘Lamberto’ i 91 ro-
Slinach populacji F, ‘Lamberto’x‘Grenado’ oraz na odmianach rodzicielskich uzyskano 643
polimorficzne markery DArT. W wyniku wstepnych analiz struktury populacji z dalszych
badan usuni¢to osobniki, ktore wykazywaty zbyt duze podobienstwo genetyczne do formy
rodzicielskiej ‘Grenado’. Ze wzgledu na zmniejszong liczebno$¢ badanej populacji zadecy-
dowano o polaczeniu obu populacji oraz utworzeniu wspolnej matrycy dla populacji dwukie-
runkowej ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ ujednolicajac zapis w macierzy 0-1.

W wyniku analizy skupien metoda UPGMA, w oparciu o miary podobienstwa Dice’a,
otrzymano dendrogram (Ryc 4.1) przedstawiajacy zaleznosci pomiedzy 68 i 63 pojedynkami
populacji mapujacych, odpowiednio ‘Lamberto’x‘Grenado’ 1 ‘Grenado’*‘Lamberto’. Niskie
warto$ci istotnosci wydzielanych grup uzyskane w wyniku prébkowania sugeruja losowy
rozktad genotypow. Gorna czes¢ dendrogramu zawiera gldwnie genotypy nalezace do popu-
lacji LG (genotypy o oznaczeniach w przedziale od 201.1 do 227.3), natomiast dolna cz¢§¢
dendrogramu — do populacji GL (genotypy o oznaczeniach w przedziale od 0-10-6 do 4-66-
8). Podobienstwo Dice’a pomigdzy pojedynkami zawierato si¢ pomiedzy 0.57 a 0.87, nato-
miast pomigdzy formami rodzicielskimi wynosito 0.6. Odmiany rodzicielskie rozlokowane s3
w przeciwleglych rejonach dendrogramu z osobnikami potomnymi populacji dwukierunkowej
F, ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado zlokalizowanymi w wigkszos$ci pomigdzy nimi.

Analiza sktadowych gtownych bazujaca na matrycy wspotczynnikoéw korelacji pomig-
dzy markerami pozwolila na przedstawienie rozmieszczenia genotypéw w uktadzie dwoch
pierwszych sktadowych ttumaczacych odpowiednio 7.39% i 5.94% catkowitej zmiennosci.
Na podstawie wykresow rozmieszczenia analizowanych obiektow w ukladzie dwoch pierw-
szych wspotrzednych gldéwnych (Ryc. 4.2) nie mozna stwierdzi¢, ze badane obiekty pszenzyta
stanowig jedng grupe 1 nalezy doktadniej okresli¢ strukture populacji.

W wyniku doktadnej analizy struktury populacji, przy uzyciu danych o niesprz¢zo-
nych markerach (program STRUCTURE 2.3.4) uzyskano warto$ci AK(K) wskazujace, iz
badana populacja dwukierunkowa ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ jest ztozona z dwoch subpopulacji
(Ryc. 4.3).
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Ryc. 4.1. Dendrogram uzyskany metoda $rednich polaczen (UPGMA) w oparciu o macierz
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Ryc. 4.2. Rozmieszczenie badanych genotypow populacji dwukierunkowej F, ‘Lamberto’ i
‘Grenado’ oraz form rodzicielskich w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gtownych dla

wspotczynnikdéw korelacji.
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Ryec. 4.3. Analiza liczby subpopulacji w populacji dwukierunkowej ‘Lamberto’ i ‘Grenado’

na podstawie warto$ci AK(K).
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4.1.2. Badanie polimorfizmu markeréw SSR u form rodzicielskich i w populacji mapu-
jacej

Sposrdd 29 markeréw SSR, pochodzacych z rejonéw potencjalnie zwigzanych z od-
porno$cig na maczniaka prawdziwego w populacjach mapujacych (tzn. chromosomy 1R, 4R
oraz 6R), 11 markeréw (remsi1247, scml, scm107, scm116, scm21, scm251, scm274, scm277,
secm340, scm4, scm46) bytlo monomorficznych i nie réznicowato rodzicow. Pozostale 18 mar-
keréw wykazalo polimorfizm pomig¢dzy rodzicami ‘Lamberto’ oraz ‘Grenado’ i markery te
przeznaczone zostaly do badania populacji mapujacej. Przykladowe elektroforegramy dla

markeréw scm310 oraz scm269 zostaly przedstawione na Ryc. 4.4 oraz Ryc. 4.5.
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Ryc. 4.4. Rozdziat elektroforetyczny przedstawiajacy polimorfizm markera scm310; ozna-

czenie: G — odmiana rodzicielska ‘Grenado’, L — odmiana rodzicielska ‘Lamberto’, A, B —
homozygoty, AB — heterozygota.

Na populacjach F, ‘Lamberto’x‘Grenado’ i ‘Grenado’x‘Lamberto’ testowano odpo-
wiednio 11 1 7 par starterow SSR. Na populacji ‘Lamberto’x‘Grenado’ testowano 11 marke-
row SSR (sem310, scm295, scm214, remsl152, scm68, gwm37, scmi42, scm275, scm310,
gwm391, scml76), uzyskujac dane o segregacji w 12 loci. Dwa markery (gwm391 oraz
scml176) wykazywaly charakter kodominugcy, natomiast pozostale dominujacy. Na populacji
‘Grenado’x‘Lamberto’ testowano 7 markerow SSR (scm219, scml77, scml126, scm36,
semi127, scm247, scm269), uzyskujac dane o segregacji w 10 loci. Pie¢ loci wykazato zabu-

rzenia segregacji, pozostatych pi¢¢ wykazato charakter dominujacy.
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Ryc. 4.5. Rozdziat elektroforetyczny przedstawiajacy polimorfizm markera scm269; ozna-
czenie: G — odmiana rodzicielska ‘Grenado’, L — odmiana rodzicielska ‘Lamberto’, A, B —
homozygoty, AB — heterozygota.
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4.1.3. Konstrukcja mapy genetycznej

W wyniku analiz molekularnych otrzymano dane o segregacji 643 markerow DArT
oraz 18 markeréw SSR, ktoére postuzyly do skonstruowania mapy genetycznej potaczonej
populacji ‘Lamberto’ i ‘Grenado’, liczacej 131 pojedynkow.

Uzyskana mapa genetyczna ma dlugos¢ 1 813.6 cM. Wyodrebnionych zostato 26 grup
sprzezen, do ktorych wiaczono 547 markeréw DATrT oraz 7 markerow SSR. Pozostate marke-
ry zostaty usunigte z analizy ze wzgledu na brak informacji, od ktérego z rodzicéw pochodza,
wysoka istotno$¢ statystyczng odchylenia od oczekiwanego stosunku rozszczepien
(p<0.0001) lub wprowadzanie zbyt duzych odleglo$ci mapowych w poszczegolnych grupach
sprzezen. W celu lepszego zobrazowania grup sprzezen usuni¢to markery dublujace dang lo-
kalizacje, eliminujac markery posiadajace wiecej danych brakujacych (Ryc. 4.6 — 4.8). Przy
uzyciu programu QTL IciMapping Version 3.2 [WANG i wsp. 2012] dokonano wyboru 432
markeréw DATT, reprezentujacych dane lokalizacje w grupach sprzezen.

Genom A jest reprezentowany przez 10 grup sprz¢zen o tacznej dlugosci 380.6 cM
(Tabela 4.1). Grupy sprzezen zostaty nazwane zgodnie ze znang lokalizacja markerow DArT
w genomie A pszenicy. Dla chromosomow 2A, 6A oraz 7A uzyskano po dwie grupy sprzg-
zen, oznaczone odpowiednio 2A1, 2A2, 6A1, 6A2 oraz 7A.1A 1 7A. W genomie A zlokali-
zowano 110 markeréw DArT, z czego 97 (88.2%) to markery pochodzenia pszenicznego —
wPt, 12 (10.9%) markeréw pochodzenia pszenzytniego — ¢Pt, oraz jeden marker Zytni —
rPt4199. Na przedstawionej mapie genomu A (Ryc. 4.6) umieszczono 89 markerdw reprezen-
tujacych unikalne loci w grupach sprzezen. Dhugo$¢ poszczegodlnych grup sprzezen wynosi od
3.3 do 133.8 cM. Najwiecej (32) markeréw DArT zmapowano w grupie 7A.1A, a najmnie;j
(3) w grupach 2A2 oraz 5A.

Genom B jest reprezentowany przez 11 grup sprzezen, o dlugosci wynoszacej 785.3
cM (Tabela 4.1). Na chromosomach genomu B zlokalizowano 194 markery DArT, z czego
87.3% to markery pszeniczne, 11.6% to markery pszenzytnie, natomiast 1% stanowia marke-
ry zytnie. Grupy sprzezen zostaly nazwane zgodnie ze znang lokalizacjag chromosomowa
markerow DArT. Markery z chromosomoéow 2B, 3B, 5B oraz 7B utworzyty po dwie grupy
sprzezen nazwane odpowiednio 2B1, 2B2, 3B1, 3B2, 5B1, 5B2 oraz 7B1, 7B2. Dlugos¢ grup
sprzgzen wynosi od 25.2 do 158.5 cM. Najwigcej markerow DArT tworzy grupe 6B, ktora
jest jednoczes$nie najdtuzsza (158.5 cM), oraz zawiera najwiecej markerow pszenzytnich. Na
przedstawionej mapie genomu B (Ryc. 4.7) umieszczono 141 markerow reprezentujacych 194

zmapowanych markerow.
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Ryec. 4.6. Mapa genetyczna genomu A populacji dwukierunkowej F, ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ z naniesionymi efektami QTL odpornosci na
B.graminis; linig zielong oraz niebieskg zaznaczono QTLe wykryte w stadium ro$liny dojrzatej na podstawie AUDPC oraz maksymalnego pora-
zenia ro$liny; kolorami zaznaczono rejony o zaburzonej segregacji markeréw DArT — na zielono pochodzacych od formy ‘Grenado’, na niebie-

sko od formy ‘Lamberto’; centromery wyznaczono na podstawie analizy strukturalnej opisanej w podrozdziale 4.1.6.

58



WYNIKI

1B 2B1 3B1 4B 5B1 6B 7B1
wPt-9406 wPt-6154
WPt-1116
~ P wPt-3289 N/ AWP-3800 wP1-6293
(Y - wPt-1139 | v =
0 - w113 wPL-5195 wP1-8284 WP1-4280 wP1-1272 wesbas S prs1738 wh 1085 wP1-4863
o - wPi-7583 |- Pt-398598 tPt-1366 B/ wproses h WRH4eTS
10 —t"— wP1-5740 " tPt.4602 L ; At bons \ wPt-8239
15 [~ wP1-4343 —t— (P-1663 WPL-4209 = pr5175 WwPt-0882
2 —~ wP1-7371 — lF’t 513188 G ™ 1Pt-0228 WPL-8814 WPL1723
i WPt-0966 NS N id wP1-1046 E< WPt-7318
30 = 3,"';{2222‘7’ [~ wP2106 wPt-1159 wP1-8283
= \P1-2540 wPL-6802
35 — wP1-9524 —t— WPt-5514
40 —1._™ wP1-7905 [ ™~ wPt-5792
45 [\ wPt-11939 wP-1964 [~ [ wPt-4936 WP1-6202
— rPt-509730 || wPt-9393 || —wPt-8108 Figwits wPt-11598
5 \ tPt-513967 o = oy [ wPt2400
tPt-5249 " W —"— tPt-513775 wPt-6463
55 ] — wPt-9195 wP1-4025
60 wPt-0725 _: wPt-7540 wPt-1149
0~ wWP1-6247
65 WPt1300 @— WPLO49B [N wPr.9650
- wet7s1a tPt-1723
WP1-9488 wPt-6149 — :
75 | |- wet2706 o | - wPt-7426 WPL-9467
— 1 WP1-5562 N~ tPt-513954
80 = g wPt7158 || — wpPt-8796 \ oD ek
85 "\ P1-513046 wP1-6556 WRL34B0 T wPH-6200 —\\ tP1-513403
brgilyes wPt-8959 NG o
90 3 wPt-3342 » #
b WPL-4991 5B2 7B2
100 {P1-9065 tPt-7209 tPt-6128
e wPt-1248 - WPL-8548 wPt-6956 wPt-7400 tPt-3689 wPt-3058
G wht.5650 WPL-3605 W
115 wPt-8989
120 2B2 | | —tPt-9132 wPt-0217 wPt-6104
wPt-0694 wPt-7295
130 WPL-3755 wP1-5585 wPt-4820
135 wP-0697
140 wPt-1127 wP1-5265 wPt-1541
bl wP-2899
wPL-4223
150 :
i WP1-8551 wP1-5885
155 wPt-9256
160 WPt-9241 tPt-514268
165
170 WPL-3109 wP1-0812
b WPt-4166
180

Ryc. 4.7. Mapa genetyczna genomu B populacji dwukierunkowej F, ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ z naniesionymi efektami QTL odpornosci na
B.graminis; linig zielong oraz niebieskg zaznaczono QTLe wykryte w stadium rosliny dojrzatej na podstawie AUDPC oraz maksymalnego pora-
zenia ro$liny; kolorami zaznaczono rejony o zaburzonej segregacji markerow DArT; na zielono pochodzacych od formy ‘Grenado’, na niebiesko
od formy ‘Lamberto’; centromery wyznaczono na podstawie analizy strukturalnej opisanej w czesci 4.1.6.
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Ryc.4.8. Mapa genetyczna genomu R populacji dwukierunkowej F, ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ z
naniesionymi efektami QTL odpornosci na B. graminis; linig z6tta zaznaczono 7 dodatko-
wych markerow SSR; zielong oraz niebieskg linig zaznaczono QTLe wykryte w stadium ro-
sliny dojrzatej na podstawie AUDPC oraz maksymalnego porazenia rosliny; pomaranczowsg
linig zaznaczono QTLe wykryte w stadium siewki na podstawie testow inokulacyjnych; kolo-
rami zaznaczono rejony o zaburzonej segregacji markerow DArT; na zielono pochodzacych
od formy ‘Grenado’, na niebiesko od formy ‘Lamberto’.

Genom R jest reprezentowany jedynie przez 5 grup sprzezen, ktore utworzono na pod-
stawie segregacji 250 markerow DArT oraz 7 markerow SSR (Tabela 4.2). Dlugos¢ genomu
R wynosi 647.7 cM. Najdtuzsza grupa sprzegzen jest 6R — 201.1 cM. Uzyskany genom R nie
jest zbalansowany, gdyz nie uzyskano grup sprzezen odpowiadajacych chromosomom — 2R,
3R oraz 7R. Grupy sprzezen oznaczono na podstawie lokalizacji markeréw DArT oraz marke-
row SSR (grupa sprz¢zen 1R). Uzyskano dwie grupy z chromosomu 5R, nazwane 5R1 oraz
SR2. Markery SSR zlokalizowano w jednej grupie sprzezen — 1R (Ryc. 4.8). Najwiecej zma-
powanych markeréw bylo pochodzenia zytniego — 85.2% (213 markeréw). Markery psze-
niczne stanowig 3.2%, natomiast pszenzytnie 8.8%. Dlugo$¢ grup sprzezen wynosi od 68 cM
do 201.1 cM. Na przedstawionej mapie genomu R (Ryc. 4.8) umieszczono 211 markery re-

prezentujace 250 zmapowanych markerow.
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Tabela 4.1. Charakterystyka genomow A i B dwukierunkowej populacji F, ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’: podzial na grupy sprzezen, zlokalizowane w
nich markery oraz markery zlokalizowane na mapach referencyjnych — konsensusowej mapie pszenicy z CIMMYT oraz konsensusowej mapie
genomow A 1 B pszenicy [Marone 1 wsp. 2012].

Liczba markerow na mapach

Grupa Fragment Proponowane Dlugosé Markery Reprezentatywne Gestosé referencyjnych
sprzezen strukturalny  chromosomy (cM) DArT markery (cM) Marone i
DArT CIMMYT
wsp. (2012)

1A 1AS# 1A 13.1 8 7 1.6 3 6

2A1 2ASH# 2A 54.5 10 8 5.5 1 2

2A2 #2AL#H 2R 33 3 2 1.1 - 2

« 3A #3A 3A 61.4 10 10 6.1 2 5
s 4A #AA 4A 6.2 11 6 0.6 1 3
% 5A #5A 5A 20.2 3 3 6.7 2 5
(m.': 6A1 6ASH 6A 36.2 16 11 2.3 2 12
6A2 #OAL 32.6 8 7 4.1 2 6

TA1A TASH# 7R 133.8 32 30 4.2 4 7

TA #TAL TA 18.6 9 5 2.1 4 -

Lacznie 380.6 110 89 3.43 21 48

1B 1BS.1BL# 1B 111.3 39 25 2.8 6 9

2B1 2BS# B 104.0 19 12 5.5 5 4

2B2 #2BL 42.5 11 10 3.9 1 1

3B1 #3BS# 3B 33.2 7 5 1.2 7 2

= 3B2 #3BL 5BS.3BL 23.7 18 12 1.4 2 8
% 4B 4BS.4BL# 4B 140.4 12 10 11.7 4 3
5 5B1 SBS.5BL# 5B 70.7 20 13 3.5 6 5
& 5B2 - 5BS.3BL 0.9 7 4 0.13 - -
6B 6B 6B 158.5 41 33 3.9 9 16

7B1 7BS.7BL# 7B 74.9 11 9 8.3 7 6

7B2 #7BL 25.2 9 8 2.3 2 8
Lacznie 785.3 194 141 4.0 49 62
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Wykorzystane w pracy markery DArT poddano analizie testem c/i’ pod katem zgod-
nosci obserwowanych segregacji z oczekiwanym, mendlowskim stosunkiem rozszczepien w
dwukierunkowej populacji mapujacej (Aneks, Tabela Z1.1). W populacji F, markery dominu-
jace (DATT) powinny segregowaé zgodnie ze stosunkiem 3:1 (A-:aa), natomiast markery ko-
dominujace SSR 1:2:1 (AA:AB:BB). Dla warto$ci testu chi’ zawierajacych sie w przedziale
krytycznym (dla poziomu istotnosci p < 0.1) od 0 do 2.706, przyjeto hipotezg zerowa o braku
odchylen od zaktadanego stosunku rozszczepien. Zgodnos¢ segregacji z rozktadem 3:1 wyka-
zywalo 369 markeréw DArT. Istotne odchylenie od powyzszej segregacji (p < 0.1) wykazato
169 markeréw (31.6%). Podwyzszong czgstos¢ allelu pochodzacego od ‘Lamberto’” wykazy-
walo 97 markeréw, natomiast od ‘Grenado’ 72 markery. Najwigcej markerow z zaburzong
segregacja zlokalizowano w grupach sprz¢zen 7A.1A, 2B2, 3B1, 6B, 7B1, 4R (pochodzace
od formy ‘Lamberto’) oraz 2A1, 1B, 3B2, 5B1, IR (pochodzace od formy ‘Grenado’).

Tabela 4.2. Charakterystyka genomu R dwukierunkowej populacji F, ‘Lamberto’ 1 ‘Grena-
do’; podzial na grupy sprzezen i zlokalizowane w nich markery. Zlokalizowane wspdlne mar-
kery genomu R w odniesieniu do dwoch map referencyjnych mapy zyta ozimego
‘L318’x’L9’ [Bolibok-Bragoszewska i wsp. 2009] oraz mapy ‘Saka3006’x’Modus’ (SxM)
[TYRKA i wsp. 2011].

Markery Liczba marke-
Grupa  Proponowane Diugos¢  DArT Rep Z‘Z’;{Zﬂtywne Gestos¢ 10w na mapach
sprzezen  chromosomy (cM) (w tym DArTy (cM) referencyjnych
SSR) L318xL9 S*xM
1R IR 152.0 58(7) 47 7 2 -
4R 4R 130.7 71 43 - 7 25
5R1 68.0 27 27 - 3 6
5R
5R2 95.9 37 37 - 4 8
6R 6R 201.1 57 47 - 9 9
Lacznie 647.7 250(7) 211 7 25 48

4.1.6. Analiza strukturalna mapy genetyczej

Analiz¢ strukturalng utworzonych grup sprzezen przeprowadzono w celu okreslenia
kompletnos$ci uzyskanych grup sprzgzen, sprawdzenia kolinearnos$ci uktadu markerow oraz
naniesienia lokalizacji centromerow chromosomoéw. Poréwnano uzyskana mape genetyczng
genoméw A 1 B ze zintegrowang mapa pszenicy CIMMYT (GrainGenes,
http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/map summary.html), mapg odmian ConanxReeder
[SHERMAN 1 wsp. 2009] oraz mapga pszenicy utworzong przez Marone i wsp. (2012) dla
sze$ciu populacji mapujacych: ‘Creso’x‘Pedroso’, ‘Ofanto’x‘Cappelli’, ‘Cirillo’*x‘Neodur’,
‘Ciccio’x‘Svevo’, ‘Latino’x‘Primadur’ oraz ‘Messapia’x‘MG4343°. Mape genomu R porow-
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nano z mapa genetyczng odmian zyta L318xL9 [BOLIBOK-BRAGOSZEWSKA i wsp.
2009]. Wprowadzono nazewnictwo grup sprzezen w odniesieniu do fragmentu/6w chromo-
somu jakiemu odpowiadaja. Nazewnictwo chromosomoéw niekompletnych zastosowano wg
Tyrki [TYRKA 1 wsp. 2011], gdzie # oznacza miejsce pgknigcia chromosomu. W zatgczni-
kach nr 2-4 przedstawione zostaty wyniki analizy poréwnawczej dla grup sprz¢zen genomow
A, B 1 R posiadajacych wiecej niz jeden wspdlny marker z mapa pszenicy zwyczajnej CIM-
MYT lub z mapg konsensusowa pszenicy twardej wg Marone i wsp. (2012).

Przedstawione grupy sprzezen odpowiadaja calym chromosomom, chromosomom
niekompletnym lub fragmentom chromosoméw. Gléwnym kryterium, wedtug ktérego dang
grupe sprz¢zen uznano za kompletny chromosom jest zlokalizowanie markeréw reprezentuja-
cych krotkie 1 dlugie rami¢ chromosomu oraz jego rejon centromerowy (Ryc.4.7, grupa sprze-
zen 6B). Za chromosom niekompletny uznano t¢ grupe sprzezen, dla ktorej zlokalizowano
markery jednego z dwoch ramion chromosomu oraz z rejonu centromerowego (Ryc.4.7, gru-
py sprzezen 1B, 4B, 5B1, 7B2). Fragmentom chromosoméw odpowiadajg grupy sprzezen,
ktore reprezentuja okreslone rejony z krétkich (S) lub diugich (L) ramion odpowiednich
chromosomoéw. Po dwie grupy sprzg¢zen przydzielono do chromosoméw 2A, 6A, 7A, 2B, 3B,
5B, 6B, 7B oraz 5R. Odpowiadajg one fragmentom tych chromosomoéw. U pszenicy genomy
A 1 B sg reprezentowane przez 7 chromosomédw, natomiast w badanej populacji pszenzyta do
genomoOw A 1 B zaliczono odpowiednio 101 11 grup sprzezen. Z kolei w uzyskanym genomie
R brakuje grup sprzezen odpowiadajacych chromosomom 2R, 3R oraz 7R.

Dzigki analizie pordwnawcze] grup sprzezen z genomu A mozna zaproponowac pola-
czenie grup 6Al i 6A2 w chromosom 6A (Ryc. 4.9). Potaczenie tych dwoch grup sprzezen
nastapito przy LOD = 1.0, a odlegto$¢ migdzy nimi wyniosta 69.79 cM. W nowo utworzonej
grupie nie ma markeréw zlokalizowanych w bezposrednim rejonie centromeru. Na mapie
Marone i1 wsp. (2012) marker wPt-9584 znajduje si¢ na krotkim ramieniu 6A ok. 20 cM od
centromeru. Na podstawie tej informacji zaznaczono centromer w odlegtosci 20 ¢cM od mar-
kera wPt-9584 w polaczonej grupie 6A. Grupa ta reprezentuje caty chromosom. Grupy sprzg-
zen 2A1 oraz 2A2 nie ulegly potaczeniu, nawet przy LOD < 1. Przyjeto zatem, iz sg to grupy
odpowiadajace fragmentom dwoch chromosomoéw. Grupa sprzgzen okreslona jako 1A przed-
stawia fragment krotszego ramienia chromosomu 1 zostata nazwana 1AS#. Markery zlokali-
zowane w grupie 2A1 wskazuja, iz jest to fragment 2AS#, natomiast 2A2 — #2AL#. Grupa 3A
nazwana #3AL wedhug lokalizacji markeréw DATT na obu mapach referencyjnych. Grupa 4A
nazwana #4AL na podstawie 4 wspolnych markero6w z obiema mapami referencyjnymi. Gru-
pe SA nazwano #5AL poréwnujac ja z mapg Marone i wsp. (2012), na ktorej odnalezione
zostaly dwa wspolne markery utozone kolinearnie (wPt-4184 1 wPt-6495). W grupie 6A nie
ma markerow z rejonu centromerowego. Pod wzgledem strukturalnym zostaly nazwane od-
powiednio 6A1 — 6AS#, 6A2 — #6AL. Grupa sprzezen 7A odpowiada fragmentowi #7AL,
natomiast grupa 7A/1A fragmentowi — 7AS#.
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Grupy sprzezen 1B, 4B, 5B1, 7B2 reprezentuja prawie cate chromosomy, brakuje im
markerow odpowiadajagcym dystalnym fragmentom dtugich ramion. Dla pi¢ciu grup udato si¢
zlokalizowa¢ potozenie centromeru (Ryc. 4.7). Grupy sprzezen 2B2, 3B2 1 7B2 odpowiadaja
fragmentom dystalnym dtugich ramion odpowiednich chromosomoéow. Grupa 2B1 odpowiada-
fa czgsci krotkiego ramienia, natomiast 3B2 byla kolinearna z fragmentem dlugiego ramienia
chromosomu 3B. Najwigksza liczbe wspolnych markerow z mapg pszenicy Marone 1 wsp.
(2012) zlokalizowano w grupie sprzezen 6B, ktéra odpowiada kompletnemu chromosomowi
6B lacznie z rejonem centromerowym. Dzieki analizie poréwnawczej grup sprz¢zen z geno-
mu B mozna zaproponowac potaczenie grup 2B1, 2B2, 3B2, 5B2 oraz 7B1, 7B2, odpowied-
nio w chromosomy 2B, 5BS.3BL oraz 7B (Ryc.4.9 i Ryc. 4.10). Grupy sprzezen 2B1 oraz
2B2 zostaly polaczone przy LOD rownym 3.0, a odlegto$¢ migdzy grupami wyniosta 42.52
cM. Po polaczeniu tych grup i poréwnaniu z mapami referencyjnymi zaproponowano roz-
mieszczenie markeréw DATT na chromosomie 2B wraz z lokalizacja rejonu centromerowego.

Grupa sprzezen 5B2 oraz 3B2 ulegta potaczeniu przy LOD rownym 4.0, wprowadza-
jac przerwe o dlugosci 38.88 cM. Na mapach referencyjnych 5B nie bylo wspdlnych marke-
row z rejonem 5B2, dlatego tez grupa sprzezen SBS.3BL zostala porownana z chromosomem
3B map referencyjnych. Potaczenie grup 7B1 i 7B2 nastgpito przy LOD = 1.6, a odlegltos¢
migdzy nimi wyniosta 57.37 cM. Na podstawie poréwnania kolinearno$ci markerow z mapa-
mi referencyjnymi odwrocono kolejno$¢ markeréw na utworzonym chromosomie (Ryc. 4.10).
Powstat w ten sposob fragment #7BS.7BL zbudowany z 18 markeréow DArT. Proponowany
chromosom 7B zawiera inwersj¢ odcinka o dlugosci okoto 40 cM. Na odcinku od markera
wPt-1149 do wPt-7318 kolejno$¢ markeréw jest odwrocona w poréwnaniu do map referen-
cyjnych.
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Ryec. 4.9. Potaczone chromosomy 6A, 2B wraz z zaznaczonymi centromerami; porOwnanie z mapami referencyjnymi: mapa konsensusowg
CIMMYT oraz mapa konsensusowa genomow A i B utworzong przez zespdt Marone i wsp. (2012).
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Ryc. 4.10. Potagczone chromosomy 3B, 5B oraz 7B wraz z zaznaczonymi centromerami; poréwnanie z mapami referencyjnymi: mapg konsensu-
sowg CIMMYT oraz mapg konsensusowg genomu B utworzong przez zespot Marone i wsp. (2012).
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Ze wzgledu na brak danych odnosnie potozenia centromeréw w genomie R nie przy-
dzielono nazw strukturalnych grupom sprz¢zen R. Grupy sprzezen z genomu R posiadajg
najwiecej zmapowanych markeréw. Grupy 1R oraz 4R odpowiadajg catym chromosomom.
Grupy 5R1 i 5R2 odpowiadaja jedynie fragmentom chromosomu 5R. Marker »Pt-506976
zmapowany u pszenzyta przez Tyrke 1 wsp. (2011) na chromosomie SR zostat zlokalizowany
na chromosomie 1R. Dzigki analizie pordwnawczej grup sprze¢zen z genomu R mozna zapro-
ponowac polaczenie grup SR1 1 SR2 w chromosom 5R. Potaczenie tych dwoch grup sprzezen
nastgpito przy LOD = 4.0, a odlegto§¢ migdzy nimi wyniosta 43.32 cM. Chromosom z grupy
sprzgzen 6R nie posiada jedynie fragmentu ramienia 6RS.

W grupach 1A, 6Al, 6A2, 7A, 7TA.1A, 1B, 4B, 5B, 7B2 oraz 4R pojedyncze markery
wykazuja zaburzenia kolinearno$ci. Dla genomow pszenicznych liczba wspdlnych markerow
z mapami CIMMYT i Marone i wsp. (2012) zostata przedstawiona w Tabeli 4.1, a dla geno-
mu zytniego z mapami Bolibok-Bragoszewskiej 1 wsp. (2009) i Tyrki i wsp. (2011) w Tabeli
4.2. Najwigcej wspolnych markeréw DATrT znaleziono w grupach odpowiadajacych chromo-

somom 6B, 6A oraz 6R, odpowiednio 16, 12 1 11 markeréw.

4.2. Analiza fenotypowa

Populacje F, pszenzyta ozimego ‘Lamberto’x’Grenado’ oraz ’Grenado’x‘Lamberto’
scharakteryzowano w stadium siewki pod wzgledem reakcji na porazenie izolatami Blumeria
graminis (Ryc. 4.11). W wyniku testow rosliny sklasyfikowano jako wrazliwe (ocena ‘4’) i
odporne (ocena ‘0’1 ‘1-2”).
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Ryec. 4.11. Ocena fenotypowa na podstawie testow inokulacyjnych roslin populacji F, ‘Lam-
berto’x’Grenado’ 1 ‘Grenado’*’Lamberto’, odpowiednio dla 68 1 63 pojedynkow; ocena ‘4’ —
wrazliwe (brak odpornosci), ‘1-2° — $rednioodporne, 0’ — odporne.
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Liczebnos$¢ roslin w poszczegolnych klasach wykorzystano do okreslenia sposobu
dziedziczenia cechy. Istotno$¢ odchylen uzyskanych stosunkow rozszczepien od oczekiwane-
go stosunku rozszczepien analizowano testem chi’ (Tabela 4.3.).

W wyniku analizy chi’ uzyskano informacje o najlepszym dopasowaniu uzyskanych
stosunkéw rozszczepien do segregacji przewidywanych dla modelu jedno- i dwugenowego.
Dla oczekiwanego stosunku rozszczepien 3:1 oraz poziomu istotnoéci 0.005 warto$é testu chi’
wynosi 3.841. Rozktad genotypow w populacji ‘Lamberto’x’Grenado’ byl zblizony do 3
(wrazliwe) :1 (odporne), co $wiadczy o recesywnym, jednogenowym modelu odpornosci.
Roéznice pomiedzy zalozonym rozktadem genotypoéw 3:1 a uzyskanymi wynikami testow ino-
kulacyjnych nie byly statystycznie istotnie. Jednocze$nie hipoteza o wspotdziataniu genow
nieallelicznych (rozszczepienia 7:9) jest mniej prawdopodobna (0.03-0.05). Odrzucono nato-
miast hipotezg o dziedziczeniu kodominujacym i stwierdzono, ze obserwowany rozktad geno-
typow nie byt zgodny ze stosunkiem 1:2:1.

Dla populacji ’Grenado’x‘Lamberto’ weryfikowano hipotezy o rozktadzie zgodnym z
dziedziczeniem jednogenowym (3:1) i dwugenowym (15:1). Z prawdopodobienstwem 0.0001
<P < 0.001 odrzucono hipoteze o dziedziczeniu zgodnym ze stosunkiem 3:1. Przyjeto nato-
miast z prawdopodobienstwem p > 0.9 hipotezg o wspdtdziataniu komplementarnym dwoch
genow recesywnych. Rozktad 15:1, $wiadczy o tym, ze w populacji *Grenado’*‘Lamberto’
reakcja odpornos$ci na B. graminis jest determinowana przez dwa geny recesywne.

Rosliny populacji F3 ‘Lamberto’x’Grenado’, stanowigce potomstwo roslin F, tworza-
cych populacje mapujaca (68) oceniono pod wzgledem stopnia porazenia przez maczniaka
prawdziwego. Na Ryc. 4.12 przedstawiono wyniki testow polowych przeprowadzonych w
trzech terminach: I — IIL

Przeprowadzona analiza wariancji wykazata istotno$¢ roznic pomiedzy rodzinami F;
w warunkach polowych przy p < 0.0001 (Tabela 4.4). Uzyskane wyniki charakteryzujg si¢
zrdznicowaniem, dzigki czemu moga by¢ prowadzone dalsze analizy genotypowe 1 identyfi-
kacja QTLi.

Przeprowadzono analiz¢ statystyczng sprawdzajacg rozktad normalny badanej cechy
przy pomocy testu Shapiro-Wilk (Tabela 4.5). Przedzial krytyczny dla liczebnos$ci populacji
68 1 stopnia swobody 0.05 wynosi od 0 do 0.957. Dzigki oszacowanej warto$¢ testu (0.712)
odrzucona zostata hipoteza zerowa o zgodnosci uzyskanych wynikow z rozktadem normal-
nym. Aby moc przeprowadzi¢ dalsze analizy statystyczne w postaci mapowania loci cech

ilosciowych przeprowadzono normalizacj¢ uzyskanych wynikow.
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Tabela 4.3. Analiza dziedziczenia cechy w populacjach F, ‘Lamberto’*x’Grenado’ 1 *Grena-
do’x‘Lamberto’ na podstawie wynikow testow inokulacyjnych 131 pojedynkow.

. s - , Oczekiwany
. Liczba  Rosliny Rosliny .2 Poziom
Populacja roslin  wrazliwe odporne a  chi istotn. stosune{c ,
rozszczepien
1.25 02-03 3:1
21° 1
‘Lamberto’ 0.03 - .
«*’Grenado’ 68 47 4.57 0.05 7:9
14*  7** 2 11.38 <0.001 1:2:1
*Grenado’ 6 5 4 . 0.001 0.95-0.9 15:1
*‘Lamberto’ 3 P 11.68  <0.001 3:1

? — potgczona grupa roélin $rednioodpornych oraz odpornych odpowiednio ocenie porazenia siewki 1-2 oraz 4;
* — wyszczego6lnione rosliny Srednioodporne;
** — wyszczegolnione rosliny odporne.
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Ryc. 4.12. Zmienno$¢ ocen fenotypowych dla 68 roslin populacji F; ‘Lamberto’*’Grenado’
dla trzech terminéw: 1 — 01.06.2010; I — 14.06.2010; IIT — 02.07.2010; 1 — oznacza porazenie
catkowite, 9 — brak oznak porazenia.
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Tabela 4.4. Wyniki analizy wariancji procentu porazonych lisci 68 roslin populacji F3 ‘Lam-
berto’x’Grenado’ w stadium ro$liny dojrzatej (pod uwage brane s3 pojedynki, ktore byty
poddawane analizie genotypowe;j).

Zrédlo zmiennosci SS df MS F p
Rodzina F, 2652.99 67 88433 97,58 <0.0001
Blad 27.19 136 8.34

Ogotem 2680.18 203

SS — suma kwadratow odchylen od $redniej (ang. Sum of Squares)

df — liczba stopni swobody

MS — $redni kwadrat odchylen od $redniej (ang. Mean Square)

F — warto$¢ statystyki F

p — wartos$¢ p (ang. p-value) — poziom istotno$ci wyznaczony dla wartosci statystyki testowej

Tabela. 4.5. Charakterystyka rozktadu cech w populacji ‘Lamberto’x’Grenado’ — porazenie
maksymalne oraz AUDPC.

Srednia
Ocena dla Wariancja  Skosnos¢  Kurtoza df w D
populacji
Porazenie 6.10 3.62 -0.76 -0.85 67 081  <0,0001
maksymalne
AUDPC 814.70 855516.10 1.10 -0.51 67 0.69  <0,0001

df — liczba stopni swobody
W — test normalnoS$ci Shapiro-Wilk
p — wartos¢ p (ang. p-value) — poziom istotno$ci wyznaczony dla wartosci statystyki testowej

4.3. Identyfikacja markerow sprze¢zonych z reakcja odpornosci i analiza QTL

Populacje ‘Lamberto’x’Grenado’ oraz ‘Grenado’x’Lamberto’ liczyly odpowiednio
186 1 453 roslin. Do analiz genetycznych systemami markerowymi wybrano po 91 ro$lin z
obu populacji, zachowujac proporcjonalnie udziat ro§lin odpornych 1 wrazliwych.

W wyniku nieparametrycznej analizy Kruskal-Wallis [KRUSKAL i WALLIS, 1952]
zidentyfikowano markery zwigzane z odporno$ciag na maczniaka prawdziwego na podstawie
testow inokulacyjnych przeprowadzonych dla potaczonej populacji F, pszenzyta. Wytypowa-
no 42 markery DATT z grup sprzezen 1R oraz 6R oraz 1 marker SSR z grupy sprzezen 1R
(Tabela 4.6). Sprzgzenie wybranych markeréw z reakcja na infekcje B.graminis w stadium
siewki byto istotne przy P < 0.005. Analiza testem Kruskal-Wallis potwierdzita istotno$¢
QTLi wykrytych metodg CIM w obrgbie chromosomu 6R oraz metoda IM w obrebie chromo-
somu 1R, a takze wykazata 26 dodatkowych markeréw, w tym jeden marker SSR (grupa
sprzezen 1R).
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W wyniku analizy pojedynczych markeréw (SMA) na potaczonej populacji F, pszen-
zyta wytypowano dwa rejony QTL ksztattujace reakcje roslin na infekcje B.graminis w sta-
dium siewki (Tabela 4.7). Rejony te znajdowaty si¢ w grupach sprzgzen 1R (Ryc. 4.13) oraz
6R (Ryc. 4.14) i wyjasniaty odpowiednio 12% i 8% zmiennosci.

W celu ustalenia stabilnosci efektow QTL stwierdzonych dla chromosoméw zytnich
dla ocen uzyskanych w testach inokulacyjnych, analize Kruskal-Wallis przeprowadzono dla
grup sprzgzen z genomu R osobno dla populacji ‘Lamberto’x’Grenado’ (LG) oraz ‘Grena-
do’x’Lamberto’ (GL) (Ryc. 4.15). Dla populacji LG wyznaczono 7 markeréw DArT sprzezo-
nych z odporno$cia na Blumeria graminis, zlokalizowanych w grupie sprzezen 6R. Istotny
zwigzek z odpornoscig dla wigkszosci z tych markeréw potwierdzono analiza SMA
(Q.Pm.Igl.6R) na polaczonej populacji F, pszenzyta. W przypadku populacji GL dzigki anali-
zie nieparametrycznej testem Kruskal-Wallisa zidentyfikowano 45 markeréw DArT w grupie
sprzezen 1R, z czego 33 markery miaty istotny zwigzek z odporno$cia na B. graminis w pola-
czonej populacji F,. Dla populacji GL wyznaczono réwnoczesnie 7 unikalnych markerow
DATrT zwigzanych z odpornoscia na infekcje B.graminis w grupie sprzgzen 4R2. Markery te
wykazywaty sprzezenie z cechg tylko w populacji ‘Grenado’x’Lamberto’.

W wyniku przeprowadzenia mapowania QTLi zwigzanych z maksymalng oceng pora-
zenia ro$lin oraz AUDPC w populacji F3 ‘Lamberto’x’Grenado’ uzyskano 8 loci cech ilo-
sciowych (8 metoda IM, 5 metodag CIM) (Tabela 4.8). Nazwy QTL odnosza si¢ do cechy,
populacji oraz grupy sprze¢zen. Loci uzyskane metoda IM wyjasniaja od 0.3% do 15%, nato-
miast metodg CIM od 0.4% do 33.4%. Metoda CIM jest bardziej selektywna, poniewaz aczy
w sobie mapowanie interwalowe oraz analiz¢ pojedynczych markeréw. Dla obu wartosci fe-
notypowych (maksymalnej oceny porazenia oraz AUDPC) wytypowane zostaly cztery
wspolne rejony — Q.Pm.lgl.2A2, Q.Pm.lgl.34, Q.Pm.Igl.IR oraz Q.Pm.Igl.6R, z ktoérych ten
ostatni wyjasnia najwiekszy procent zmiennosci (33.4% metoda CIM dla maksymalnego po-
razenia rosliny). W grupie sprze¢zen 3A na podstawie maksymalnej oceny porazenia oraz
AUDPC zlokalizowano dwa nachodzace na siebie rejony zwigzane z odpornoscia na
B. graminis. Bardziej precyzyjna lokalizacja QTL zostala wyznaczona metodg IM dla mak-
symalnego porazenia. Przy uzyciu programu ICIMapping stwierdzono, iz wyznaczone QTLe
nie miaty charakteru addytywnego.

Najbardziej istotne znaczenie majg QTLe wyznaczone dla obu wartosci fenotypowych
(maksymalne porazenie roslin i AUDPC). Glowne QTLe odpornosci na porazenie Blumeria
graminis to Q.Pm.Igl.6R oraz Q.Pm.lgl. IR, wykryte metoda CIM na chromosomie 6R (Tabela
4.8; Ryc. 4.17) oraz metoda IM na chromosomie 1R (Tabela 4.8; Ryc. 4.16). Q.Pm.Igl.34
wykazuje efekt na dobrym poziomie wyjasniajac 4.2% zmiennoSci cechy. Jednak
0.Pm.lgl.242 (AUDPC) wyjasnia jedynie 0.4% zmienno$ci 1 ma mniejsze znaczenie w od-
powiedzi na infekcje wywotujacg maczniaka prawdziwego. Wybrane QTLe zostaly przedsta-

wione na Ryc. 4.16 — 4.18.
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Tabela. 4.6. Markery DArT oraz SSR zwigzane z odpornoscia na Blumeria graminis w popu-
lacjach F, pszenzyta ‘Grenado’ i ’Lamberto’, uzyskane na podstawie testow inokulacyjnych
w wyniku analizy Kruskal-Wallis.

Lp. Chromosom

O© 0 3 O U K~ W N~

W W W W NN N N N N N DN N N o e e e e e e e
W N = O O 00 9 &N L B W DN =, O O 0 9 N i B W DD~ O

1R

Marker

rPt-411063
rPt-507719
rPt-402007
rPt-389887
rPt-401574
rPt-505853
rPt-399769
rPt-389363
rPt-389670
rPt-400883
rPt-402101
rPt-400535
rPt-505577
rPt-399397
rPt-389501
rPt-507990
semi27 1
rPt-506340
rPt-509540
tPt-514285°
rPt-389803¢
rPt-401418°
rPt-398831°
rPt-399803¢
rPt-401195°
rPt-507452°
rPt-507103¢
rPt-507848°
rPt-506299°
wPt-9317
rPt-400290°
rPt-508726°
rPt-506878°
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Pozycja
(cM)
26.000
46.000
46.000
60.000
65.000
67.000
67.000
69.000
83.000
83.000
83.000
83.000
84.000
85.000
86.000
93.000
124.000
132.000
134.000
134.000
136.000
137.000
139.000
140.000
140.000
140.000
141.000
141.000
141.000
141.000
141.000
144.000
146.000

11.12
12.51
11.66
8.30
9.75
10.94
10.05
10.75
8.28
8.08
8.08
7.89
12.55
11.44
8.08
9.84
10.89
10.49
11.13
10.75
14.75
13.73
15.67
9.50
9.86
10.49
11.41
11.18
11.18
9.03
10.07
12.77
10.49

Poziom
istotnosci®
0.001
0.0005
0.001
0.005
0.005
0.001
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.0005
0.001
0.005
0.005
0.005
0,005
0.001
0.005
0.001
0.001
0.0005
0.005
0.005
0.005
0.001
0.001
0.001
0.005
0.005
0.0005
0.005
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Tabela 4.6. Kontynuacja
Lp. Chromosom Marker Pozyeja K’ 'Pozimtt .
(cM) istotnosci
34 rPt-390495 120.000 8.09 0.005
35 wPt-7108 124.000 12.01 0.001
36 rPt-508374 124.000 8.79 0.005
37 rPt-401486 125.000 8.79 0.005
38 rPt-401241 128.000 8.83 0.005
39 6R rPt-401011 128.000 10.45 0.005
40 rPt-7385 136.000 9.85 0.005
41 rPt-398825¢ 155.000 12.46 0.0005
42 rPt-411235¢ 168.000 7.91 0.005
43 rPt-402480 175.000 8.15 0.005

? _ warto$¢ testu Kruskal-Wallis.

¢ — pogrubiong czcionka zaznaczone markery potwierdzajace QTL wykryte metodami CIM i/lub IM dla cech:

AUDPC i/lub maksymalnego porazania roslin.

Tabela 4.7. QTLe zwigzane z odpornoscia na Blumeria graminis
cji F, pszenzyta ’Lamberto’ i ‘Grenado’ uzyskane na drodze anali
(SMA) na podstawie wynikow testow inokulacyjnych.

Grupa Przedzial  Lokalizacja 2
OTL L i LOD R
sprzeien  markerow (cM)
136.6 —
O.PmlglIR 1R  T"Pr-389803 - 281 12%
rPt-508726 144.8
) Pm.1ol.6R 6R rPt-508374 — 124.5 — 0
Q-Prmlg rPt-401346 130.6 3.0 78%

*_ R? — wspotezynnik determinacii;
b _ wartoéé testu F;
¢ — poziom istotno$ci: *** - 0.0001.
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Ryec. 4.13. Krzywa rozktadu LOD uzyskana metoda SMA na podstawie wynikow testow ino-
kulacyjnych dla grupy sprzezen 1R pod wzgledem odpornos$ci na porazenie B. graminis popu-
lacji F, ‘Lamberto’ i ‘Grenado’.
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Ryec. 4.14. Krzywa rozktadu LOD uzyskana metoda SMA na podstawie wynikow testow ino-
kulacyjnych dla grupy sprzezen 6R pod wzgledem odpornosci na porazenie B. graminis popu-
lacji F» ‘Lamberto’ i ‘Grenado’.
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Ryec. 4.15. Markery zwiazane z odpornoscia na Blumeria graminis w stadium siewki zidenty-
fikowane dla populacji potaczonej F, ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ w poréwnaniu do osobnych
populacji (GL i LG).
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Tabela 4.8. Loci cech ilosciowych zwigzane z odpornos$cia na Blumeria graminis w dwukie-
runkowej populacji F3 pszenzyta ’Lamberto’ i ‘Grenado’ uzyskane na podstawie wynikow
oceny polowe;j.

Zrédlo
Przedzial Pozycja 2a Metoda
Cecha oTL markerow (cM) Lob R statyst.b odp ?r.-
nosci
wPt-9302 — .
242 QPmigl242 M DTS 00-33 591 12% M L
[P}
= P-3978
= wPt- - _ 0
S 3A QPmiglzd U700 104-148 927 42% M G
R
[
g wPt-6690 —  108.7 — \
£ 1B Q.PmigliB " P0T i3 356 4% M L
=
-5}
E tPt-514285 -  134.7- .
£ IR Q.PmigliR ' 7 50 e 295 1% M G
rPt-398825—  155.6— \
6R  QPmigléR " o7 lene 333 334%  CM G
0207 812 04% CIM
242 O.Pmigl242 "WPEY3 022 0.0-33 L
wPt-0623 988 0.4% M
~ 8.1 42% M
3A  O.Pmiglza P 11 60— 00-148 G
wPt-1339 42  35% CIM
wPt-5096 — .
5A  Q.Pm.lgl5A prsqos  00-202 1171 03% M G
&)
& 726 27% CIM
S 281 QPmlgl2BI W: "510‘;6;’3; 433465 G
= ree 11.17 04%  IM
wPt-9393 — .
4B Q.Pmigl4B VTSN 477-487 845 03%  CIM G
tPt-514285— 1347 .
IR QPmighiR ' 7 50 e 283 1% M G
6R  QPmigler 'PF398825- 1556- " 33, 399 oM G

rPt-411235 168.6

* - R? — wspbtezynnik determinacji
b _ stosowane metody statystyczne: IM — mapowanie interwatowe, CIM — zlozone mapowanie interwalowe.
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Ryc. 4.16. Krzywa rozkladu LOD uzyskana metoda mapowania interwatowego dla grupy
sprzezen 1R pod wzgledem odporno$ci na porazenie B. graminis populacji F, ‘Lamberto’ i
‘Grenado’; na niebiesko — maksymalne porazenie roslin, na zielono — AUDPC.
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Ryec. 4.17. Krzywa rozktadu LOD uzyskana metodg zlozonego mapowania interwatowego dla
grupy sprzezen 6R pod wzgledem odporno$ci na porazenie B. graminis populacji F, ‘Lamber-
to’ 1 ‘Grenado’; na niebiesko — maksymalne porazenie roslin, na zielono — AUDPC.
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Ryc. 4.18. Krzywa rozkladu LOD uzyskana metoda mapowania interwatowego dla grupy
sprzgzen 2B1 pod wzgledem odpornosci na porazenie B. graminis populacji F, ‘Lamberto’ 1
‘Grenado’; na niebiesko — maksymalne porazenie roslin, na zielono — AUDPC.

4.4. Cytologia

Analizy cytologiczne przeprowadzono w celu potwierdzenia liczby chromosomow u
odmian ‘Lamberto’ i ‘Grenado’. W wyniku badan przeprowadzonych na 5 wybranych losowo
ziarniakach uzyskano wyrazne obrazy ptytek metafazowych. W przypadku obu odmian rodzi-
cielskich populacji ‘Lamberto’x’Grenado’ stwierdzono obecno$¢ 42 zroéznicowanych pod
wzgledem dhugosci 1 wielko$ci chromosoméw (Ryc. 4.19 i Ryc. 4.20).

A B

/

Ryc. 4.19. Plytka metafazowa w komorce z merystemu wierzchotkowego korzenia odmiany
ojcowskiej ‘Lamberto’: A — zdjecie oryginalne; B — zdjecie po obrobce obrazu.
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Ryec. 4.20. Plytka metafazowa w komorce z merystemu wierzchotkowego korzenia odmiany
matecznej ‘Grenado’ .
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5. DYSKUSJA

Cele niniejszej pracy zostaly zrealizowane poprzez konstrukcje mapy genetycznej
pszenzyta dwukierunkowej populacji F, ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ oraz zlokalizowanie rejonow
genomu i markerow molekularnych warunkujacych wystgpowanie reakcji odpornosci na in-
fekcje Blumeria graminis. Podejmowana tematyka stanowi wyzwanie naukowe, poniewaz do
tej pory prace prowadzone nad mapa genetyczng pszenzyta byty nielicznie 1 po raz pierwszy

populacje mapujaca stanowita populacja dwukierunkowa.

MAPA GENETYCZNA

Analiza DATT populacji ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ skutkowata w uzyskaniu 643 marke-
row. 493 markery DArT miato znang lokalizacje na chromosomach, 53 markery (8.2%) nie
miato okre$lonej lokalizacji chromosomowej, natomiast 97 markeréw miato przypisanych
réwnoczesnie kilka pozycji na chromosomach. Spo$rod markeréow o znanej lokalizacji, naj-
wiekszy udzial w mapie miaty markery z genomu B pszenicy oraz genomu R Zyta, odpowied-
nio 191 (38.7%) oraz 189 (38.3%). Mniej markeréw pochodzito z genomu A — 107 (21.7%) 1
D (tacznie 6 markeréw DArT). W wyniku przeprowadzonego mapowania ustalono pozycje
chromosomowa dla 39 markerow DArT. Uzyskany stosunek markeréw odzwierciedla jedno-
cze$nie polimorficzng nature genoméw A, B oraz R [ALHEIT 1 wsp. 2011]. Wérod 643 mar-
kerow uzyskanych na drodze analizy DArT 336 markerow pochodzito od pszenicy (wPt), 240
z zyta (rPf), a 67 z pszenzyta (tPf). Podobny rozktad markeréw DArT pomigdzy genomami
pszenicy 1 zyta jest utrwalony na platformie DArT opracowanej dla pszenzyta, w ktorej mar-
kery pochodzace z genomow zyta, pszenicy sa liczniej reprezentowane niz markery pszenzyt-
nie [BADEA 1 wsp. 2011]. Wystgpowanie nowych markeréw DArT charakterystycznych dla
pszenzyta (serii tPt) stanowi o jego odrebnosci taksonomicznej 1 jest efektem utrwalania sze-
regu zmian mutacyjnych poczawszy od pierwotnych form pszenzyta.

Uzyskana dwukierunkowa mapa pszenzyta dla populacji otrzymanej ze skrzyzowania
odmian ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ sktada si¢ z 26 grup sprzezen, zaliczonych do genomow
pszenicznych (genom A — 10 grup sprzezen, genom B — 11 grup sprzezen) lub genomu zyt-
niego — 5 grup sprzezen. Nie uzyskano grup sprzezen odpowiadajacych chromosomom 2R,
3R oraz 7R. Dla chromosomu 2R nie zidentyfikowano Zadnego markera DArT, dla 3R — 8
markerow, w tym 7 z nich mialo alternatywne lokalizacje, natomiast dla chromosomu 7R
uzyskano jeden marker. Jest to bezposrednig przyczyng braku odpowiednich grup sprz¢zen na
mapie genetycznej badanych populacji. Brak grup sprzezen dla chromosoméw 2A oraz 1R
opisal takze Alheit i wsp. (2011). Wg tego autora brak grup sprz¢zen moze by¢ takze konse-
kwencja zaburzen segregacji, ktore wptywaja na wielkos¢ dystansoOw w mapie genetycznej i
kolejnos¢ loci, ale takze moze spowodowacé nieobecnos¢ catych chromosomow na mapie ge-
netycznej. W przypadku mapy dla populacji ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ zaburzenia w segregacji
nie moga stanowi¢ przyczyny braku grupy sprzezen, gdyz w procedurze mapowania nie eli-

minowano markerow o silnych odchyleniach od oczekiwanego stosunku rozszczepien. Spo-

80



WNIOSKI KONCOWE

$rod wyjsciowej liczby 643 marker6w na mapg¢ naniesiono 547 markerow, co stanowi 85%.
Mozna, zatem wnioskowa¢ z podobnym prawdopodobienstwem, ze zadna grupa sprzg¢zen
obecna w dwukierunkowej populacji ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ nie zostata wyeliminowana w
procedurze mapowania.

Uzyskane grupy sprze¢zen populacji ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ w wigkszosci odpowiada-
ja fragmentom chromosomow, natomiast cale chromosomy uzyskano dla 6B, 1R oraz 4R. W
niniejszej pracy przyjeto, iz odleglto$¢ miedzy zmapowanymi markerami w grupach sprzezen
nie moze przekracza¢ 30cM, uzyskujac w ten sposdb po dwie grupy sprzezen w obrebie 2A,
6A, 7A, 2B, 3B, 7B oraz 5SR. Wykorzystane w pracy odmiany pszenzyta ozimego sa formami
heksaploidalnymi, posiadajagcymi 21 chromosoméw reprezentujacych trzy genomy. W celu
uzyskania docelowej liczby chromosomow przeprowadzono probg potaczenia grup sprzezen
stanowigcych fragmenty tych samych chromosoméw. Grupy sprzezen 6A1 1 6A2, 2B1 1 2B2,
7B1 i 7B2 oraz 5R1 i 5R2 potaczono uzyskujac odpowiednio chromosomomy 6A, 2B, 7B
oraz 5R. Maksymalne odlegtosci pomiedzy markerami w tych grupach sprz¢zen wyniosty
odpowiednio 70 cM, 42 cM, 57 cM 1 43 cM. Dzigki potaczeniu o$miu fragmentéw w 4 chro-
mosomy zredukowano catkowitg liczbe grup sprzgzen z 26 do 22. Wysoka liczba grup sprze-
zen zidentyfikowanych poczatkowo w populacji LGL, brak pewnych rejonéw chromosoméw
wynikajacy z poréwnan strukturalnych, oraz duze odlegtosci pomiedzy wybranymi grupami
sprzezen §wiadcza o duzych wahaniach w czestos$ciach rekombinacji 1 supresji rekombinacji
w niektorych rejonach chromosomow.

Grupy sprzezen 2A1 1 2A2 nie ulegly polaczeniu, nawet przy bardzo niskiej wartosci
LOD (1.0), dlatego tez uznano, iz grupy te nie sa sprze¢zone i jedna z nich rekompensuje brak
chromosomu 2R u badanych odmian pszenzyta. Podobnie nie udato si¢ potaczy¢ grup 7A z
7A/1A 1 uznano, ze jedna z nich (grupa 7A/1A) stanowi fragment chromosomu rekompensu-
jacego brak chromosomu 7R u badanych odmian pszenzyta.

W obregbie genomoéw pszenicy 1 zyta zidentyfikowano liczne translokacje lub/i substy-
tucje, zarowno u pszenicy jak 1 pszenzyta. Chromosomy z genomu B najcze$ciej biorg udziat
w powstawaniu aberracji chromosomowych u pszenicy [BADAEVA 1 wsp. 2007]. Substytu-
cje w najwigkszym stopniu dotycza chromosoméw 1B, 3B, 5B oraz 7B — 3A/3B, 4A/1B,
1B/1R, 3B/5B, 3B/7B, 5B/7B [SCHLEGEL i SCHLEGEL, 1989]. U pszenicy zwyczajnej, do
najczesciej spotykanej translokacji nalezy TIBL.1RS [DRZEWIECKI i wsp. 2008; KONA-
REV 2001], w ktorej ramiona telocentryczne chromosomow pszenicznego 1 Zytniego tacza si¢
ze soba. W niniejszej pracy, grupy sprzezen 3B2 oraz 5B2 ulegly potaczeniu w grupe
SBS.3BL przy wysokim LOD=4.0, a odlegto$¢ pomiedzy obiema grupami wyniosta ok. 39
cM. Uzyskany chromosom fuzyjny ma charakter translokacji TSBS.3BL 1 i nie byl dotych-
czas opisany w literaturze. Biorgc pod uwage, iz brakuje chromosomu 3R, grupa sprzgzen
5BS.3BL moze rekompensowaé funkcjonalnie brak tego chromosomu. Polaczenie grup 5BS i
3BL w chromosom T5BS.3BL jest uzasadnione statystycznie i pozwala uzyska¢ docelowa

liczbe 21 chromosomow cechujacych zbalansowane genomy pszenzyta heksaploidalnego.
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Dodatkowe analizy cytologiczne moglyby stanowi¢ dodatkowy, cenny dowdd i potwierdzenie
obliczen. Sktad genomu pszenzyta populacji ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ zaproponowano w Tabe-
li5.1.

Tabela 5.1. Propozycja sktadu poszczegdlnych genoméw populacji ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’;
po 7 grup reprezentujacych genom A, B oraz R.

Grupa GENOM A GENOM B GENOM R
1 1A 1B IR
2 2A1 2B (2B1, 2B2) 2A2
3 3A 3B1 5BS.3BL
4 4A 4B 4R
5 5A 5B1 5R (5R1, 5R2)
6 6A (6A1, 6A2) 6B 6R
7 7A 7B (7B1, 7B2) TA.1A

W celu identyfikacji r6znic w mapie genetycznej wynikajacych z kierunku krzyzowa-
nia, porownano mape pszenzyta dla potaczonej populacji dwukierunkowej ‘Lamberto’ 1 ‘Gre-
nado’ z oddzielnymi mapami uzyskanymi dla populacji ‘Lamberto’x’Grenado’ oraz ‘Grena-
do’x’Lamberto’. Przeprowadzenie takiej analizy u pszenzyta mozliwe byto pierwszy raz ze
wzgledu na dostepnos¢ populacji mapujacych. Uzyskane wyniki dla wigkszo$ci grup sprzgzen
sa zbiezne 1 markery wykazywaty kolinearno$¢ wzgledem siebie na wszystkich trzech ma-
pach. W kilku przypadkach stworzenie wspolnej matrycy do konstrukcji mapy genetycznej
LGL umozliwito przydzielenie wigkszej ilosci markeréw do poszczegdlnych grup sprzgzen
(np. 3A). Analiza taczna populacji LG oraz GL pozwolita na uzyskanie jednej grupy sprzezen
4B o zwigkszonej liczbie markerow (12), zamiast kilku fragmentow chromosomu 4B. W
przypadku chromosomu 1R tgczna analiza na populacji LGL wigzata si¢ z redukcja liczby
zmapowanych markerow DATT (51 markeréw), w stosunku do liczby markerdéw zlokalizowa-
nych na populacjach LG (54 markery) i GL (63 markery). Na podstawie analiz przeprowa-
dzonych na populacjach LG, GL 1 LGL potwierdzono odrgbno$¢ dwodch fragmentdéw repre-
zentujacych chromosom 2A. Utozenie markerow zwigzanych z QTL w grupach sprz¢zen 4B
oraz 1B jest zbiezne dla map LG oraz LGL, w przypadku grupy 2A2 lokalizacja jest zbiezna
dla map GL oraz LGL, natomiast markery zwiazane z Q.Pm.Igl.2B1 wyst¢puja jedynie w po-
pulacji potaczonej, co oznacza, ze efekt zwigzany z Q.Pm.lgl.2B] jest artefaktem wynikaja-
cym ze struktury populacji.

Analiza statystyczna wykazata zaburzenia przewidywanej segregacji markeréw DArT
oraz SSR. Ze wzgledu na fakt, iZ markery DArT sg znacznikami wykazujacymi efekt dominu-
jacy, natomiast markery SSR s3 zwykle kodominujace, planowano uzyskaé stosunki rozsz-
czepien odpowiednio 3:1 oraz 1:2:1. W populacji potaczonej, dwukierunkowej markery z
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istotnymi odchyleniami od przewidywanych mendlowskich segregacji stanowily 33%
wszystkich zmapowanych markeréw. Dla populacji ‘Grenado’x’Lamberto’ warto$¢ ta wyno-
sita 23%, z czego 65% pochodzito od formy matecznej ‘Grenado’. W populacji ‘Lamber-
to’x’Grenado’ 27.1% markeréw wykazywata zaburzenia segregacji, z czego 75% pochodzito
od formy matecznej ‘Lamberto’. Na podstawie tych obserwacji mozna stwierdzié, ze w od-
dziatywaniach jadrowo-cytoplazmatycznych, przekladajacych si¢ na zaburzenia segregacji
chromosomow u pszenzyta, preferowane sg chromosomy dziedziczone po matce.

Zaburzenia segregacji chromosomow sg zjawiskiem powszechnym w §wiecie ro$lin i
prowadza do znieksztalcen czgstotliwosci wystepowania alleli w stosunku do oczekiwanych
rozszczepien mendlowskich. Po raz pierwszy zjawisko to zostato opisane u kukurydzy przez
Mangelsdorf i Jones (1926), a nastgpnie u wielu innych gatunkéw uprawnych w tym jeczmie-
nia [GOLOENKO i wsp. 2002], kukurydzy [LU i wsp. 2002], ryzu [XU 1 wsp. 1997], sorgo
[PEREIRA i wsp. 1994], pomidora [PATERSON i wsp. 1988] czy pszenicy [KUMAR i wsp.
2007; LOEGERING i1 SEARS, 1963]. U roslin zaburzenia segregacji sa cz¢sto obserwowane
w potomstwie mieszancow miedzy- lub wewnatrzgatunkowych, jako rezultat wspotzawodnic-
twa gamet, zamierania gamet lub zygoty [FARIS i wsp. 1998].

Konkurencja wérod gamet wynika z faktu, ze po mejozie u haploidalnych mikrospor i
ziaren pylku ekspresji ulegaja pojedyncze warianty gendw. Genetyczne rdznice pomigdzy
ziarnami pytku moga prowadzi¢ do konkurencji gametofitu, selekcji i nierOwnomiernego za-
ptodnienia, faworyzujacego dany typ pytku. Dodatkowo geny wystepujace u mieszancow,
odpowiedzialne za sterylno$¢ moga powodowac¢ zamieranie specyficznych gamet lub zygot,
co rowniez wptywa na zwigkszone zaburzenia segregacji alleli [FARIS 1 wsp. 1998].

Na wystgpowanie zaburzen segregacji wplywaja takze rodzaj populacji mapujacej,
niehomologiczne rekombinacje oraz obecnos¢ elementéw transpozycyjnych [YAMAGISHI 1
wsp. 2010]. Wystepowanie regiondw o zaburzonej segregacji jest uznawane za potencjalng
site zwiekszajacg zmienno$¢ wewnatrzgatunkowa oraz napedzajaca ewolucje [CHARLE-
SWORTH 1988; TAYLOR i INGVARSSON, 2003]. Za region o zaburzonej segregacji uzna-
je sig grupe co najmniej trzech markerdéw o istotnie zaburzonej segregacji z tendencja do two-
rzenia klastrow, umozliwiajacych lokalizowanie tych miejsc w genomie [LIU 1 wsp. 2011]. U
pszenzyta zlokalizowano regiony o zaburzonej segregacji na chromosomach 2B, 3B, IR, 2R,
4R 7R [ALHEIT 1 wsp. 2011]. W niniejszej pracy regiony o zaburzonej segregacji wystgpo-
waty w kazdym chromosomie genomu B, co w zakresie chromosoméw 2B oraz 3B stanowi
potwierdzenie wczesniejszych obserwacji. Ponadto, wystepowanie rejonéw o zaburzeniach
segregacji na chromosomach 2A, 7A, 7B jest przypuszczalnie zwigzane z brakiem chromo-
somow 2R 1 7R w badanej populacji ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’. O wysokiej aktywnosci mecha-
nizmow dostosowawczych u pszenzyta swiadczy rowniez wystgpowanie zaburzen w segrega-

cji chromosomow 4R, SR 1 6R.

83



WNIOSKI KONCOWE

ANALIZA FENOTYPOWA

W wyniku inokulacji ro$lin F, populacji ‘Lamberto’x’Grenado’ oraz ‘Grena-
do’x’Lamberto’ mieszaning izolatow Blumeria graminis uzyskano oceny jakosciowe. Na
podstawie testow inokulacyjnych stwierdzono, ze w populacji ‘Lamberto’x’Grenado’ stosu-
nek liczby roslin odpornych do roslin wrazliwych byl zgodny z rozszczepieniem 1:3, co
swiadczy o recesywnym typie dziedziczenia odpornosci na B. graminis w tej populacji w cy-
toplazmie ‘Lamberto’. Z kolei w populacji ’Grenado’x‘Lamberto’ rozklad genotypow wraz-
liwych do odpornych byt zgodny ze stosunkiem 15:1, co $wiadczy o warunkowaniu odporno-
$ci na B. graminis przez wspoOtdziatanie dwoch gendow recesywnych. U pszenicy wigkszo$¢
zidentyfikowanych do tej pory genow odpornosci na Blumeria graminis to geny dominujace
lub kodominujace, istnieje jednak kilka genéw recesywnych warunkujacych ta cecheg. Sa to
pmLK906 z chromosomu 2AL [NIU i wsp. 2010], pm2026 (5AL) [XU i wsp. 2008], mljy
(7B), misy (7B) [HUANG 1 wsp. 2002], mixbd (7B) [HUANG i wsp. 2003] i m/Rd30 [SIN-
GRUN i wsp. 2004]. Recesywne, Zytnie geny odpornosci na B. graminis nie byty dotychczas
zidentyfikowane w populacji pszenzyta.

Wedtug Renner i Kupper (1921) cytoplazma mateczna stanowi podtoze dla genow oj-
cowskich 1 moze modyfikowa¢ ich ekspresje, prowadzac do powstania odmiennego fenotypu.
Moze to stanowi¢ podstawe wytlumaczenia istnienia odmiennych rozszczepien roslin odpor-
nych 1 wrazliwych na infekcje Blumeria graminis w populacjach LG 1 GL. Hipoteza ta jest
zgodna z wynikami uzyskanymi przez Song i wsp. (1995), ktorzy u syntetycznych poliploi-
dow Brassica opisali ukierunkowane zmiany genomu jagdrowego dotyczace formy ojcowskiej,
w przeciwienstwie do formy niosacej genom cytoplazmatyczny mateczny. Rozna ilo§¢ genow
warunkujacych odporno$¢ roslin pszenzyta w zalezno$ci od cytoplazmy oznacza, ze cytopla-
zma moze mie¢ istotny wptyw na ekspresje gendw odpornosci na B. graminis w krzyzowa-
niach miedzyodmianowych pszenzyta. Przeprowadzone badania stanowig pionierski przyktad

modyfikujacego wptywu cytoplazmy na odporno$¢ na maczniaka prawdziwego u pszenzyta.

LOCI CECH ILOSCIOWYCH

Jednym z gléwnych celow niniejszego opracowania byta identyfikacja QTLi zwigza-
nych z odporno$cia na Blumeria graminis w populacji pszenzyta LGL. Klasyczne mapowanie
QTL najczesciej jest oparte na populacji segregujacej powstate] w wyniku pojedynczego
krzyzowania odmian, wykazujacych skrajne wartosci badanej cechy (np. linie DH lub RIL).
W celu szybkiej identyfikacji zwigzku stosowanych markeréw DNA (np. RFLP, RAPD) z
badang cechg wykorzystywana jest analiza skrajnych segregantéw, BSA. Metoda ta pozwala
na szybka identyfikacje molekularnych markeréw sprzezonych z badanym loci [MICHEL-
MORE 1 wsp. 1991], poprzez taczenie prob DNA o skrajnych fenotypach w dwa zestawy.
Wykorzystanie tzw. prob zbiorczych ma na celu usrednienie zmiennosci spowodowanej eks-
presja tla genetycznego i wyodrebnienie réznic genetycznych w rejonie badanego genu. We-
dtug zatozen Michelmore 1 wsp. (1991) identyfikowane rdznice uzyskane dla prob zbiorczych
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powinny by¢ zwigzane z badang cechg. Na podstawie wynikow segregacji markeré6w polimor-
ficznych pomigdzy probami zbiorczymi tworzona jest mapa sprzgzen w rejonie docelowego
genu. Integracja oceny fenotypowej populacji mapujacej oraz uzyskanych danych o mapie
genetycznej skutkuje w uzyskaniu istotnych loci cech ilosciowych, wyznaczanych metodami
CIM oraz IM. W niniejszej pracy wykorzystanie strategii BSA do identyfikacji QTL nie bylo
mozliwe ze wzgledu na dziedziczenie dwugenowe odpornosci na Blumeria graminis w popu-
lacji GL.

W stadium rosliny dojrzalej, na podstawie wynikdéw oceny fenotypowej maksymalne-
go porazenia rosliny oraz powierzchni pod krzywa rozwoju choroby — AUDPC, wykryto dwa
QTLe o wysokim procencie wyjasnianej zmiennosci cechy: Q.Pm.lgl.6R oraz Q.Pm.Igl.IR o
warto$ciach R* odpowiednio 33.4% oraz 15%. QTL Q.Pm.Igl.6R, pochodzacy od odmiany
‘Grenado’ z rejonu genomu zytniego, jest efektem gldownym, w najwigkszym stopniu wyja-
$niajagcym zmienno$¢ cechy w badanej populacji pszenzyta. Istotnym QTLem jest takze
Q.Pm.lgl. IR (pochodzacy glownie od formy ‘Grenado’), gdyz wyjasnia powyzej 10% zmien-
no$ci cechy. Pozostaltych siedem QTLi (Q.Pm.lgl.2A2, Q.Pm.lgl.34a, Q.Pm.lgl.3A4b,
0.Pm.lgl.54, Q.Pm.lgl. 1B, Q.Pm.lgl.2B1, Q.Pm.lgl.4B) wyjasnia od 0.3 do 4.2% zmienno$ci
cechy i dlatego tez sa nazwane efektami mniejszymi.

Wyznaczone na drodze analizy statystycznej rejony loci cech iloSciowych poddano
analizie wzbogacajacej o dodatkowe, juz zmapowane markery umieszczone w dostepnych
bazach danych. Na podstawie dostepnych map genetycznych i mapy fizycznej pszenicy
[UPHAUS i wsp. 2007], rejon QTL Q.Pm.lgl.2A2 obejmujacy 3 cM na mapie LGL pszenzyta
wzbogacono o 26 markerow DArT 1 SSR obejmujacych u pszenicy fragment wielkosci 46.7
cM (Ryec. 5.1). Na mapie Marone 1 wsp. (2012) fragment chromosomu 2A flankowany marke-
rami wPt-9302 1 wPt-7649 jest odwrocony o 180° w stosunku do homologicznych odcinkow
na mapach Lowe 1 wsp. (2011) oraz Zhang 1 wsp. (2013). Przyczyna takiej sytuacji mogag by¢
inwersje fragmentoéw chromosomu, ktdre wczes$niej zarejestrowane zostaty dla chromosomow
4A 1 2B pszenicy [LUKASZEWSKI i wsp. 2012] oraz 1R [LUKASZEWSKI 2008]. Inwersja
prowadzi do odwrdcenia fragmentow odpowiedzialnych za tworzenie chiazm w dystalnej
czgsci chromatydy [LUKASZEWSKI 2008], zmniejszajac w tym rejonie czesto$¢ wystepo-
wania crossing-over. Na podstawie przeprowadzonego poréwnania rejonéw homologicznych
chromosomu 2A mozna stwierdzi¢, ze we fragmencie chromosomu Q.Pm.lgl.2A2 pszenzyta
rekombinacja ulegta silnej supresji.

Locus Q.Pm.lgl.2A2 zostalo zlokalizowane na podstawie ocen maksymalnego natg¢ze-
nia objawoéw chorobowych oraz AUDPC, przy zastosowaniu dwdch metod statystycznych —
mapowania interwatowego oraz ztozonego mapowania interwalowego. Na podstawie porow-
nan trzech map genetycznych i wystepowania w nich markeréw wPt-7408, wpt-2858, wpt-
1615, wpt-9586 oraz gwm382 [LOWE 1 wsp. 2011; MARONE 1 wsp. 2012; ZHANG 1 wsp.
2013] zidentyfikowano fragment homologiczny chromosomu 2A na mapie fizycznej [SO-
URDILLE 1 wsp. 2004]. Markery DArT zlokalizowane w rejonie Q.Pm.lgl.2A2 (wPt-9302,
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wPt-7649 oraz wPt-0632) takze znajduja si¢ w rejonie QTL (QPm.vt-24A) wskazanym przez
Liu 1 wsp. (2001). QTL odpornosci na maczniaka prawdziwego zostato zlokalizowane na
chromosomie 2A pomig¢dzy markerami gwm304 oraz gwm312, potozonymi wewng¢trznie do
markeréw gwm 122 oraz gwm382 zlokalizowanych na mapie fizycznej pszenicy [LIU i wsp.
2001; MINGEOT 1 wsp. 2002; SOURDILLE i wsp. 2004]. Dzi¢ki temu mozliwe byto wska-
zanie fizycznej pozycji badanego rejonu na chromosomie 2A oraz zlokalizowanie tam dwoch
markerow (gwm294 oraz gwm356) sprz¢zonych z genami Pm50 [MOHLER 1 wsp. 2013] oraz
Pm4 [MA 1 wsp. 2004].

ETAP 1 ETAP 2 ETAP 3 ETAP 4
Marone iin. 2012 Lowe iin. 2011*/ Maroneiin. 2012/ Sourdille i in. 2004
Zhangiin. 2013 Lowe iin. 2011*/
Zhangiin. 2013 WPt-9302
— wPt-9302* ——— wPt-9302* gwml122
gwmi122* gwmi122* gwm95
gwm9s* gwm9s* gwm515
gwmb515* gwm515%* gwm372
gwm372* gwm372%* wPt-1114
wPt-1114* th-1114j gwmd445s 0
— WPt-7649 — gwm445 gwm445 wPt-5251
wPt-6775 wPt-5251 wPt-5251 wmc109
wPt-7408 wmc109 wmc109 wmcl70 C.2AL-0.85
wPt-9302 wPt-1615 wmcl70 wmcl70 barcl5
wPt-0623 WM&} gwm294 gwm294 cfa2058
wPt-7649 wPt-95861— gwm47 gwm47 cfa2043
wht-7765 wmcl81 wmcl81 gwm558
~ wPt-9302 | tPt-8937 tPt-8937 gwm249
gwm356 gwm356 gpw2111
gwm265 gwm265 gwm294
WPt-2858* wPt-1615% gwm356 1 0.85
gwm382 wPt-2858 wmcl81
wPt-9586* 1 gwm382 gwm265
wPt-9586 wPt-1615 O.ﬂs -1.00
| wWPt-6775 wPt-2858
| wPt-7649 gwma382
barch
wPt-9586
6.0cM 40.7 cM 46.7 cM gwm311
wpPt-6775 ~— 100
wPt-7649

Ryec. 5.1. Analiza uzupehiajaca QTL — Q.Pm.Igl.2A2; rejon wzbogacony o 26 markerow DArT i
SSR. Powyzej kazdego fragmentu grupy 2A znajduja si¢ informacje o mapie, na ktorej zostaty zloka-
lizowane markery. Dodatkowe oznaczenia: kolor zielony — markery z mapy pszenzyta LGL; kolor
granatowy — mapa Zhang i wsp. (2013); * — mapa Lowe i wsp. 2009; podkresienie — mapa Marone i
wsp. (2012), kolor czerwony — markery sprzezone z genami Pm (objasnienie w tekscie). Ponizej po-
szczegdlnych fragmentéw chromosomu 2A zaznaczono ich dtugoséci w cM.

Dla QTL opisanego w grupie 3A — Q.Pm.lgl.34, z markerami flankujacymi — wPt-
9160 oraz wPt-1339, efektem analizy uzupetniajacej bylo wskazanie prawdopodobnej pozycji
na mapie fizycznej pszenicy [SOURDILLE 1 wsp. 2004] (Ryc. 5.2). Analiza porownawcza
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wystepowania markerow wPt-3978 oraz wPt-0398 skutkowata w uzyskaniu fragmentu ztozo-
nego z 10 markerow, w tym 4 markerow SSR [MARONE i1 wsp. 2012; ZHANG 1 wsp. 2013].
Pozycje markerow barc314 oraz wPt-0398 umozliwity lokalizacje drugiego markera z mapy
fizycznej pszenicy — gwm391. Na podstawie przeprowadzonego poréwnania mozna stwier-
dzi¢, ze Q.Pm.lgl.34 jest zlokalizowany fizycznie w dystalnym fragmencie chromosomu 3A.
Na chromosomie 3A Chen i wsp. (2011) zlokalizowali gen Pm44, jednak brak jest szczego-

towych danych dotyczacych sprzezonych z nim markerow.

ETAP 1 ETAP 2 ETAP 3
Maroneiin. 2012 Maroneiin. 2012 Sourdille i in. 2004
Zhangiin. 2013
gwmee6
barc193 — 0
barc105
M I gwm5
gwml162
barc314 — gwm391 Z‘L‘:jgz C-3A13-0.41
wPt-1339 gwm162 wPt-3978 g
wpt-3078 —  WPL-3978 wPt-1888 gwm197
wPt-0398 wPt-1888 gwm107 barc51
WPt-9160 wPt-2144 wPt-6234 gwm674
1 wpPt-9160 wPt-2478 .
wPt-0398 1 wPt-9160 gwm155 3AL3-0.42-0.78
wPt-0398 gwm32 J
barcM177
gwm391
wPt-3978
wPt-1888
23.4cM 55.5cM wPt-0398  3AL5-0.78 - 1.00
barc1099
barc1040 1.00
barc1021

Ryc. 5.2. Analiza uzupehiajaca QTL — Q.Pm.lgl.34; rejony wzbogacone o 4 markery SSR i 3
DATrT. Powyzej kazdego fragmentu grupy 3A znajduja si¢ informacje o mapie, na ktorej zostaty zloka-
lizowane markery. Dodatkowe znaczenia: kolor zielony — markery z mapy pszenzyta LGL; kolor gra-
natowy — mapa Zhang i wsp. (2013); podkresilenie — mapa Marone i wsp. (2012), ponizej poszczegol-
nych fragmentéw chromosomu 3A zaznaczono ich dtugosci w cM.

Markery tworzace QTL w grupie sprzezen 1B — Q.Pm.lgl. 1B, zlokalizowane w prze-
dziale 108.7 — 111.3 cM (WPt-6690 — wPt-0705), poddano analizie uzupetniajacej o markery z
dostepnych map genetycznych [LETTA 1 wsp. 2013; LILLEMO 1 wsp. 2008; LOWE 1 wsp.
2011; TADESSE i wsp. 2010; ZHANG 1 wsp. 2013] i zidentyfikowano odpowiedni fragment
na dhugim ramieniu chromosomu 1B [SOURDILLE i wsp. 2004] (Ryc. 5.3). Uzyskano bar-
dzo doktadne dane dotyczace markerow zawartych pomiedzy markerami wPt-6690 1 wPt-

3575 flankujacymi region Q.Pm.lgl. 1B. Na podstawie kolinearno$¢ markeréw pomigdzy mar-
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kerami DATT wPt-5485 a wPt-3579 zlokalizowano marker SSR — wmc719 [ZHANG 1 wsp.
2013], ktory jest sprzezony z genem odpornosci na mgczniaka prawdziwego — Pm39 [LIL-
LEMO 1 wsp. 2008]. W rejonie tym u pszenicy zidentyfikowano rowniez QTL — OPm.vt-1B.
Sprzgzony z Q.Pm.lgl. 1B marker wPt-8280 znajduje si¢ pomigdzy markerami gwm259 oraz
psp3100 tworzacymi OPm.vt-1B [LIU 1 wsp. 2001]. Lokalizacja markerow gwm259, wmc719
oraz wPt-0705 na roznych mapach genetycznych [XUE 1 wsp. 2008, ZHANG 1 wsp. 2013]
pozwolita na identyfikacje na mapie fizycznej pszenicy [SOURDILLE i wsp. 2004] odpo-
wiedniego rejonu Q.Pm.lgl. 1B. Potwierdzeniem zidentyfikowania QTL w rejonie chromoso-
mu 1B sg rowniez doniesienia Lillemo 1 wsp. (2008), ktorzy wykryli u odmiany pszenicy ‘Sa-

ar’ marker wmc719 sprzgzony z genem odpornosci Pm39.

ETAP 1 ETAP 2 ETAP 3 ETAP 4
Lowe iin. 2011* Lowe iin. 2011*/ Lowe i in. 2011*/ Sourdille i in. 2004
Lettaiin. 2013 a/ Lettaiin. 2013 a/
Zhangiin. 2013 C.1BL6 — 0.32
barc81
___ barc188
barc61
wPt-0705
WPt-1248* gwin403
I wPt-1248* | Lproagsta wPt-8111
R - wPt-5485*% g wmc719 cfd48
wPt-1248 | WPL-5485* wPt-8279* a psp3100 wPt-3579 O —
WPt-6690 WPt-8279* iy wPt-8279a | [ gwml33 o
WPt-8280 cfd4g* I —— wpPt-8280a | | pidoirinsing
wPt-0705 — | wPt-8111* A wPt-6690a | s
—WPt'C)?OS* Cfd48* a wPt-3579 a p5p3100
wPt-8111% cfd48* a wPt-8280
wPt-0705* wPt-8111% wPt-8279
wPt-3475
cfa2147 —
8.0cM 83 cM 13.4cM wPt-9809
gwm140
cfa2292 1BL2 - 0.69 - 0.85
barc80
gwm259
barc131
— wPt-1248

Ryc. 5.3. Analiza uzupeliajgaca QTL — Q.Pm.lgl.1B; rejon wzbogacony o 19 markerow DArT i
SSR. Powyzej kazdego fragmentu grupy 1B znajduja si¢ informacje o mapie, na ktorej zostaty zlokali-
zowane markery. Dodatkowe znaczenia: kolor zielony — markery z mapy pszenzyta LGL; kolor grana-
towy — mapa Zhang i wsp. (2013); a — mapa Letta i wsp. 2013; * — mapa Lowe i1 wsp. 2009; podkre-
Slenie — mapa Marone i wsp. (2012), kolor czerwony — markery sprzgzone z genami Pm (objasnienie w
tekscie); ponizej poszczegbdlnych fragmentow chromosomu 1B zaznaczono ich dtugosci w cM.

QTL na chromosomie 2B zostal opisany przez Liu i wsp. (2001) oraz Bougot i wsp.
2006, natomiast nie ma bezposredniego zwigzku tego rejonu z QTL Q.Pm.Igl.2B1 uzyskanym
W niniejszej pracy. Zdaje si¢ to potwierdza¢ wczesniejsze spostrzezenia, ze QTL na 2B w

populacji LGL byt zidentyfikowany dzigki strukturalnosci populacji. Wszystkie trzy QTLe z
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chromosomoéw 1B, 2A i 2B zostaly takze potwierdzone przez badania Tucker i wsp. (2007),
ktorzy uzupetnili te rejony o nowe markery. Reasumujac, udato si¢ potwierdzi¢ kolinearnos¢
locus Q.Pm.lgl.2A2 zlokalizowanego w grupie 2A2 z duzym rejonem na chromosomie 2AL,
na ktorym zlokalizowane sa geny dominujace odpornosci na Blumeria graminis Pm4, Pm50
oraz recesywny gen — pmLK906 [NIU i wsp. 2010]. Podobnie, Q.Pm.Igl. 1B odpowiada loka-
lizacja dominujacemu genowi Pm39 z grupy sprzezen 1B. W celu potwierdzenia obecnosci
tych genow w genomie populacji pszenzyta ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ nalezatoby przeprowa-
dzi¢ analizy wysycajace potencjalne rejony dodatkowymi markerami, w tym SSR. Z uwagi na
silng supresj¢ rekombinacji wybranych rejonéw genomu u pszenzyta, prace badawcze ukie-
runkowane na sekwencjonowanie pszenicznych genow odpornosci na B. graminis efektyw-
nych u pszenzyta powinny by¢ prowadzone raczej u pszenicy. Do tej pory jedynym genem
odpornosci na Blumeria graminis o poznanej sekwencji jest gen Pm3 [SRICHUMPA i wsp.
2005]. Wzbogacenie informacji o sekwencjach innych gendéw tego typu umozliwitoby ich
precyzyjna identyfikacje¢, a co za tym idzie utatwitoby np. piramidyzacj¢ gendéw odpornosci u
konkretnych odmian pszenzyta.

U pszenicy, cztery znaczace QTL odpornosci na B.graminis u pszenicy wykryte zosta-
ly na podstawie testow inokulacyjnych w stadium siewki. Zostaty one zlokalizowane w obre-
bie genomu A na chromosomach 4A (Xwmc232-Xrga3.1), 5A (Xgwm666—Xcfd30-
Xbarc319), TA (Xgwm635—Xbarc70), 1A (Xpsp2999—Xwmc24) oraz na chromosomie 5B
(Xgwm205-Xgwm?213) [JAKOBSON i wsp. 2012]. W niniejszej pracy w stadium siewki dla
potaczonej populacji F» wykryto metoda SMA dwa QTLe w genomie R pszenzyta na chro-
mosomach 1R (Q.Pm.Ilgl. IR) oraz 6R (Q.Pm.lgl.6R). QTLe te pochodza od odmiany rodzi-
cielskiej ‘Grenado’. Rejon obejmujacy Q.Pm.lgl.IR dla testéw inokulacyjnych cze$ciowo
pokrywat si¢ z wynikami uzyskanymi dla stadium ro$liny dojrzatej, w przedziale 136.6 —
144.8 cM. Rowniez Q.Pm.lgl.6R dla testoéw inokulacyjnych lezy w niedalekiej odlegtosci od
QTL wyznaczonego dla rosliny dojrzatej. Procenty wyjasnianej zmienno$ci w stadium siewki
dla Q.Pm.lgl.6R i Q.Pm.Igl.IR byly nizsze niz dla odpornosci w stadium rosliny dojrzate;.
Dodatkowo dla rejonu odpornosci w stadium siewki na chromosomie 1R za pomoca testu
Kruskal-Wallisa wyznaczono 42 markery DArT oraz jeden marker SSR (scm27 1) wykazu-
jace zwigzek z odpornoscia przy poziomie istotnosci ponizej 0.005. Na chromosomie 1R 14
markerow DArT byto istotnie sprz¢zonych z odpornoscig na maczniaka prawdziwego row-
niez w stadium rosliny dojrzatej. Wedtug doniesien literaturowych na chromosomach 1R, 4R
oraz 6R zidentyfikowano do tej pory zytnie geny odpornosci, odpowiednio Pmi, Pm6 oraz
Pm5 [SCHLEGEL i KORZUN, 2013]. Przy czym brak informacji o lokalizacji loci cech ilo-
sciowych na wyzej wymienionych chromosomach dla cechy odpornosci na Blumeria grami-
nis. W niniejsze] pracy zidentyfikowano po raz pierwszy markery DArT bezposrednio sprze-

zone z reakcja na infekcje Blumeria graminis na chromosomach 1R, 4R oraz 6R (Tabela 5.2).
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Tabela. 5.2. Markery sprzezone z odpornoscig populacji dwukierunkowej F, ‘Lamberto’ i
‘Grenado’ na infekcje Blumeria graminis w stadium siewki.

Chromosom Marker DArT Pozycja

rPt-389803 136.636

1R rPt-401418 137.429
rPt-398831 139.577
rPt-398825 155.581

6R tPt-513060 159.833
rPt-411235 168.637
rPt-505489 0

tPt-0429 5.337

rPt-411344 7.615

4R rPt-509404 11.187
rPt-509402 44.879
rPt-509308 49.389
rPt-506862 49.524

Na podstawie testow inokulacyjnych w potaczonej populacji LGL wykryto QTLe
zgodne populacja F, ‘Grenado’x’Lamberto’ (Q.Pm.lgl.IR) lub populacja ‘Lamber-
to’x’Grenado’ (Q.Pm.lgl.6R). Dodatkowo w populacji F> ‘Grenado’>’Lamberto’ w stadium
siewki wykryto unikalne markery DArT zwigzane z odpornoscig na maczniaka prawdziwego
w grupie sprzezen 4R2. Aktywnos$¢ locus na chromosomie 4R2 nie zostata potwierdzona w
polaczonej populacji F, LGL, ani w populacji F, ‘Lamberto’x’Grenado’. W populacji F, GL,
w stadium siewki, sprz¢zenie z cechg wykazywaty markery zlokalizowane w grupach 1R oraz
4R2, podczas gdy w populacji LG istotne znaczenie mialy markery z grupy 6R. Zatem, w
warunkowaniu odporno$ci na Blumeria graminis u pszenzyta istotne znaczenie ma kierunek
krzyzowania odmian. Wg Renner i Kuper (1921) oraz Song i wsp. (1995) zjawisko to jest
thumaczone hipoteza wystgpowania genow wrazliwych na plazmon, gdzie cytoplazma ma-

teczna moze modyfikowac ekspresje gendw ojcowskich.
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6. WNIOSKI KONCOWE

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowa¢ mozna nastepujgce stwierdzenia

1 wnioski kohcowe:

1. Na podstawie segregacji 547 markeréw DArT oraz 7 markeréw SSR w dwukierunko-
wej populacji F, ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ liczacej tacznie 131 roslin skonstruowano

map¢ genetyczng o dlugosci 1 813.6 cM ztozong z 26 grup sprzezen.

2. Poroéwnawcza analiza strukturalna umozliwita redukcje liczby uzyskanych grup sprze-
zen do 21 fragmentow odpowiadajacych chromosomom pszenzyta w populacji ‘Lam-
berto’ 1 ‘Grenado’. W wyniku analizy cytologicznej potwierdzono liczbg 42 chromo-

somoOw u odmian rodzicielskich ‘Lamberto’ 1 ’Grenado’.

3. W uzyskanej mapie genetycznej nie stwierdzono obecnosci chromosomow 2R, 3R
oraz 7R, zidentyfikowano natomiast translokacje niechomeologiczne 5BS.3BL oraz
7A.1A. Brak trzech chromosoméw zytnich byl rekompensowany obecnos$cig chromo-
somow z genomoéw A lub B. Zaproponowano reprezentacj¢ brakujacych chromoso-
mow zytnich poprzez substytucje: 2A/2R, 7A.1A/7R oraz 5BS.3BL/3R.

4. Wysoka liczba grup sprzezen zidentyfikowanych poczatkowo w populacji LGL, brak
pewnych rejonow chromosomow wynikajacy z porownan strukturalnych, oraz duze
odleglosci pomiedzy wybranymi grupami sprzezen §wiadcza o supresji rekombinacji

niektorych rejonéw chromosomow pszenzyta.

5. W populacji dwukierunkowej ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ 33% wszystkich zmapowanych
markeréw miato zaburzong segregacj¢ 1 wystgpowalo w postaci klastrow na wigkszo-
sci chromosomow. Na podstawie analiz przeprowadzonych oddzielnie w populacjach
‘Lamberto’x’Grenado’ oraz ‘Grenado’x’Lamberto’ stwierdzono, ze w oddziatywa-
niach jadrowo-cytoplazmatycznych, przektadajacych si¢ na zaburzenia segregacji

chromosomow u pszenzyta, preferowane sa chromosomy dziedziczone po matce.

6. Podstawowg metoda oceny odpornosci populacji pszenzyta na B.graminis byly testy
inokulacyjne z wykorzystaniem wirulentnych izolatow. W zalezno$ci od kierunku
krzyzowania, stwierdzono rozne stosunki rozszczepien genotypdéw odpornych i wraz-
liwych. Na podstawie testow chi’ stwierdzono, ze w populacjach F, ‘Lamber-
to’x’Grenado’ oraz F, ‘Grenado’x’Lamberto’ rosliny odporne i wrazliwe segreguja

odpowiednio w stosunku 1:3 1 1:15. Zatem odporno$¢ w populacji LG jest warunko-
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wana przez 1 gen recesywny, a w populacji GL odporno$¢ warunkowana jest przez

wspotdziatanie dwoch gendow recesywnych.

. Na podstawie testu Kruskal-Wallis stwierdzono, ze w stadium siewki w populacji
‘Lamberto’x’Grenado’ odpornos$ci na Blumeria graminis jest warunkowana przez loci
zlokalizowane w rejonie 124.5-130.6 cM na chromosomie 6R, ktére wyjasniaja okoto
8% zmiennosci. Zgodnie z ustalonym modelem wspotdziatania gendw recesywnych,
w populacji F, ‘Grenado’x’Lamberto’ odporno$¢ w stadium siewki byla ksztattowana
przez loci z chromosoméw 1R 1 4R, ktére wyjasniaty odpowiednio 12% i 9% zmien-

nosci.

. W stadium rosliny dojrzatej zidentyfikowano dwa gtéwne loci odpornosci na Blume-
ria graminis Q.Pm.lgl. IR oraz Q.Pm.Ilgl.6R, dla ktorych procent wyjasnianej zmienno-
$ci wynosit odpowiednio 15% oraz 33.4%. Oba wymienione loci pochodzg od odmia-
ny ‘Grenado’ 1 maja odpowiednio 14 oraz 2 wspolne markery DArT z loci odpornosci

efektywnymi w stadium siewki.

. Na ksztaltowanie odpornosci roslin w stadium rosliny dojrzatej mniejszy wpltyw miaty
loci Q.Pm.Igl.2A2, Q.Pm.lgl.34 oraz Q.Pm.lgl.1B wyjasniajace odpowiednio 1.2%,
4.2% oraz 4% zmiennosci. W rejonie Q.Pm.lgl.242 zlokalizowano markery SSR —
gwm294 oraz gwm356, ktore sa sprzgzone ze zidentyfikowanymi wczes$niej genami
Pm50 oraz Pm4. Podobnie w rejonie Q.Pm.lgl. 1B znajduje si¢ gen Pm39, ktdry moze
by¢ wykrywany za pomocg markera SSR — wmc719.
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STRESZCZENIE

8. STRESZCZENIE

Pszenzyto (X Triticosecale Wittmack) jest stabilnym amfiploidem, powstatym w wy-
niku miedzyrodzajowej hybrydyzacji, po ktérej nastepuje podwojenie chromosoméw, formy
matecznej gatunku 7Triticum (AABB) oraz formy ojcowskiej gatunku Secale (RR). Przez wie-
le lat pszenzyto byto uwazane za zboze mato podatne na choroby, jednak w ostatnim 10-leciu
nasilenie chorob na pszenzycie zwickszato sie. W 2004 roku nastgpito zatamanie odpornosci
pszenzyta na maczniaka, szczegodlnie u odmiany ‘Lamberto’.

Celowym i ekonomicznym sposobem ochrony pszenzyta przed chorobami powodo-
wanymi przez grzyby patogeniczne jest uprawa odmian odpornych. Wykorzystanie narzedzi
biologii molekularnej, w tym markerow DNA, umozliwia poznanie genetycznego podtoza
odpornos$ci pszenzyta na infekcje Blumeria graminis, przez co wspomaga selekcje odmian
odpornych. Konstrukcja map genetycznych oraz identyfikacja loci cech ilosciowych pozwala
na lokalizacje potencjalnych miejsc w genomie powigzanych z dang cecha.

W niniejszej pracy mape genetyczng pszenzyta skonstruowano dla dwodch populacji
powstatych poprzez skrzyzowanie odmian ‘Lamberto’ (wrazliwa) oraz ‘Grenado’ (odporna)
w dwoch kierunkach. Wykorzystano systemy markerowe DArT oraz SSR. Ocena fenotypo-
wa, przeprowadzona w stadium siewki oraz rosliny dojrzatej, oparta byla na ocenie stopnia
porazenia populacji mapujacej patogennym grzybem — Blumeria graminis. W celu zidentyfi-
kowania rejonéw/markeréw genomu zwigzanych z odpornosciag na infekcje wykorzystano
analizy: Kruskal-Wallisa, SMA (dla oceny inokulacyjnej) oraz dodatkowo IM oraz CIM (dla
oceny polowej).

Wynikiem pracy jest mapa genetyczna dwukierunkowej populacji pszenzyta ozimego,
o dlugosci 1 813.6 cM, zlozona z 547 markeréw DArT oraz 7 markerow SSR. Zidentyfiko-
wane zostaly translokacje nichomeologiczne SBS.3BL oraz 7A.1A. W stadium ro$liny dojrza-
tej zidentyfikowano dwa gtowne efekty zwigzane z odpornoscig na Blumeria graminis —
O.Pm.lgl. IR oraz Q.Pm.Igl.6R, wyja$niajace odpowiednio 15% oraz 33.4%. Do istotnych
efektow naleza takze Q.Pm.lgl.242, Q.Pm.lgl.34 oraz Q.Pm.Igl. IB. U ro$lin w stadium siewki
zidentyfikowano markery sprzezone z cechg w grupach sprzgzen 1R oraz 6R.

Wytypowano markery znajdujace si¢ w sasiedztwie opisanych markeréw sprz¢zonych
z genami Pm50 1 Pm4 na chromosomie 2A, oraz Pm39 na chromosomie 1B. Wskazuje to na
mozliwe wystepowanie w dwukierunkowej populacji ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ w/w genow.
Uzyskane wyniki dostarczyly nowych danych na temat wplywu kierunku krzyzowania od-
mian pszenzyta na dziedziczenie i/lub ekspresje genow.

Informacje dotyczace podtoza genetycznego odporno$ci, w tym rejondw genomu po-
pulacji ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ zwigzanych z odpornoscig na Blumeria graminis, moga sta-

nowi¢ podstawe do opracowania wydajnego systemu selekcyjnego hodowli roslin odpornych.
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9. SUMMARY

Triticale (X Triticosecale Wittmack) is an amphiploid stably carrying the genomes of
wheat (AABB or AABBDD) and rye (RR). Triticales are the fertile progenies of an interge-
neric hybridization between a female parent from the genus 7riticum and male parent from
the genus Secale, followed by chromosome doubling. The economic importance of triticale
systematically grows thanks to its better performance in less favorable environments. In re-
cent years, resistance to pathogenic fungus — Blumeria graminis, that causes powdery mildew,
significantly decreased in triticale.

Deliberate and economical way to protect triticale against diseases caused by patho-
genic fungi is the cultivation of resistant varieties. The identification of natural sources of
resistance and breeding resistant varieties is the most effective way to control powdery mil-
dew disease. Phenotypic selection based on molecular markers linked to genes for resistance
can also facilitate resistance breeding. All triticale breeding programs require saturated genet-
ic maps to locate quantitative traits of resistance. Genetic map construction and analysis of
quantitative trait loci allows for the location of potential sites in the genome associated with
the interesting trait.

In the present study, bidirectional crosses between ‘Lamberto’ and ‘Grenado’ as sus-
ceptible and resistant parent, respectively, were developed in order to obtain F, and F; map-
ping populations. Genetic linkage maps based on genotyping of ‘Lamberto’ % ‘Grenado’ (LG)
and ‘Grenado’ x ‘Lamberto’ (GL) populations with DArT and SSR markers were constructed.
Both populations were inoculated and evaluated in controlled conditions and field tests. QTLs
were identified by single marker analysis, interval mapping, composite interval mapping
analyses and validated by Kruskal-Wallis test.

The result of this study is a genetic map of winter triticale of total length 1 813.6 cM
with 554 loci (547 DArT markers and 7 SSR markers). Translocations of chromosomes frag-
ments from different homeologic groups (5BS.3BL and 7A.1A) were identified. Two main,
stable QTLs on chromosomes 1R (Q.Pm.lgl. IR) and 6R (Q.Pm.Igl.6R) were identified, ex-
plaining 15% and 33.4% of variation, respectively. Three DArT markers mapped on 6R
chromosome (rPt-398825, tPt-513060, rPt-411235) were associated with resistance to pow-
dery mildew. Minor effects in adult plant stage were also identified in 2A2, 3A and 1B link-
age groups. The possible occurrence of powdery mildew resistance genes: Pm4, Pm 50 (on
chromosome 2A) and Pm39 (on chromosome 1B) was discussed.

Genomic regions/markers of the bidirectional population ‘Lamberto’ and ‘Grenado’
associated with resistance to Blumeria graminis constitute a basis for development of efficient

selection system.
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10. ANEKS

Zalacznik nr 1. Charakterystyka markerow molekularnych DArT oraz SSR w populacji F, ‘Lamberto’ i ‘Grenado’.

Tabela Z.1.1. Zestawienie oznaczen DArT wykonanych na populacji dwukierunkowej F, ‘Lamberto’ i ‘Grenado’, czestotliwos$¢ wystgpowania
markerow oraz wyniki analizy segregacji.

Lokalizacja Pozycja na Liczba alleli” Test Poziom
Nr Marker chromosomie .2 . . .a
chromosomowa (cM) A B C D M Chi istotnosci
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 wPt-0196 1A 0 27 0 88 0 16 0.14 -
2 wPt-6709 1A 1.466 0 35 0 95 1 0.26 -
3 wPt-2527 1A 2.008 23 0 96 0 12 2.04 -
4 wPt-6280 1A 4.334 0 35 0 93 3 0.38 -
5 wPt-4676 1A 6.102 24 0 105 0 2 2.81 *
6 whPt-3198 1A 8.142 0 35 0 94 2 0.31 -
7 wPt-4666 1A 13.672 21 0 102 0 8 4.12 **
8 wPt-6122 1A 13.809 21 0 101 0 9 3.95 *ok
9 wPt-8068 2A1 0 0 59 0 68 4 31.18 kK
10 wPt-6711 2A1 0.664 0 55 0 67 9 26.24 lolaloliolo
11 wPt-0568 2A1 0.695 0 56 0 69 6 26.14 lolalolololo
12 wPt-7026 2A1 18.317 0 35 0 81 15 1.66 *
13 wPt-1657 2A1 21.053 0 33 0 91 7 0.17 -
14 wPt-5251 2A1 30.29 0 34 0 93 4 0.21 -
15 wPt-8826 2A1 38.712 44 0 75 0 12 9.10 Hkok ok
16 whPt-3244 2A1 47.315 0 28 0 96 7 0.39 -
17 whPt-3114 2A1 54.397 0 33 0 96 2 0.02 -
18 tPt-8937 2A1 54.481 0 33 0 95 3 0.04 -
19 wPt-9302 2A2 0 0 38 0 84 9 2.46 -
20 wPt-7649 2A2 3.214 0 38 0 81 12 3.05 *
21 wPt-0623 2A2 3.298 0 39 0 78 14 4.33 *ok
22 wPt-9160 3A 0 30 0 98 0 3 0.17 -
23 wPt-0398 3A 0.874 29 0 98 0 4 0.32 -
24 wPt-3978 3A 10.447 31 0 94 0 6 0.00 -
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Tabela Z.1.1 Kontynuacja

1 2 3 4 5 | 6 7 8 9 10 11
25 | wPt-1339 3A 14.825 26 | 0 87 0 18 0.24 -
26 | wPt-4725 3A 36.688 23 0 105 0 3 3.38 *
27 | wPt-2127 3A 40.367 25 0 95 0 11 1.11 -
28 | wPt-3697 3A 42.991 28 0 90 0 13 0.10 -
29 | wPr-4620 3A 43.067 27 0 97 0 7 0.69 -
30 | wPr-2202 3A 58.981 0 38 0 86 7 2.11 -
31 | wPt-11619 3A 61.426 0 35 0 92 4 0.44 -
32 | wPr6728 4A 0 31 0 96 0 4 0.02 -
33 | wPt-9860 4A 0.615 0 35 0 95 1 0.26 -
34 | wPr-0817 4A 0.634 0 35 0 95 1 0.26 -
35 | wPt-1091 4A 2.168 29 0 97 0 5 0.26 -
36 | wPr-3810 4A 2.554 29 0 95 0 7 0.17 -
37 | wPt-5572 4A 4.674 0 34 0 94 3 0.17 -
38 | wPt-1375 4A 4.7 0 34 0 92 5 0.26 -
39 | wPt-6995 4A 4712 0 34 0 94 3 0.17 -
40 | wPr-1642 4A 5.051 0 34 0 93 4 0.21 -
41 | wPt-9000 4A 5.46 0 35 0 94 2 0.31 -
42 | tPt-513019 4A 6.189 33 0 90 0 8 0.22 -
43 | wPt-5096 5A 0 28 0 103 0 0 0.92 -
44 | 1Pr-4184 5A 16.962 32 0 96 0 3 0.00 -
45 | tP1-6495 5A 20.168 37 0 92 0 2 0.93 -
46 | wPr-4270 6A1 0 34 0 78 0 19 1.71 -
47 | wPr-8443 6A1 1.012 39 0 66 0 26 8.26 Hokokk ok
48 | wPr-9832 6Al 4.963 0 30 0 88 13 0.01 -
49 | tPr-0877 6Al 11.57 30 0 97 0 4 0.13 -
50 | wPt-9584 6Al 16.059 0 36 0 84 11 1.60 -
51 | wPr-3965 6A1 20.479 27 0 100 0 4 0.95 -
52 | wPt-3524 6Al 23.716 0 32 0 97 2 0.00 -
53 | wPt-0689 6A 24.659 0 31 0 99 1 0.09 -
54 | wPt-7027 6Al 24.777 0 31 0 96 4 0.02 -
55 | wPt-9679 6Al 24.922 0 31 0 100 0 0.12 -
56 | tPt-2833 6Al 25.025 0 31 0 99 1 0.09 -
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Tabela Z.1.1 Kontynuacja

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
57 wPt-5652 6Al 25.147 0 31 0 93 7 0.00 -
58 wPt-6904 6Al 27.504 32 0 96 0 3 0.00 -
59 wPt-2822 6Al 32.301 0 34 0 92 5 0.26 -
60 wPt-7623 6Al 34.865 27 0 99 0 5 0.86 -
61 wPt-7663 6Al 36.197 0 33 0 97 1 0.01 -
62 wPt-2582 6A2 0 0 33 0 94 4 0.07 -
63 wPt-4445 6A2 4.793 29 0 86 0 16 0.00 -
64 wPt-9976 6A2 6.622 29 0 82 0 20 0.08 -
65 | wPt-11612 6A2 10.136 0 33 0 91 7 0.17 -
66 tPt-7761 6A2 19.152 0 41 0 79 11 5.38 *x
67 tPt-3786 6A2 26.327 0 33 0 87 11 0.40 -
68 wPt-8954 6A2 28.664 39 0 77 0 15 4.60 woH
69 wPt-7775 6A2 32.631 0 32 0 98 1 0.01 -
70 wPt-3964 TA/1A 0 0 18 0 106 7 7.27 ok
71 | tPt-513474 TA/1A 0.641 0 17 0 104 10 7.74 ok
72 wPt-4748 TA/1A 1.202 0 16 0 111 4 10.42 oAk
73 | tPt-514247 TA/1A 5.368 41 0 73 0 17 7.31 ok
74 wPt-9207 TA/1A 11.801 0 31 0 100 0 0.12 -
75 wPt-2044 TA/1A 16.475 0 30 0 88 13 0.01 -
76 rPt-4199 TA/1A 17.093 0 27 0 86 18 0.07 -
77 wPt-3561 TA/1A 24.385 0 33 0 91 7 0.17 -
78 wPt-6447 TA/1A 30.541 31 0 79 0 21 0.59 -
79 wPt-2523 TA/1A 40.686 0 33 0 97 1 0.01 -
80 wPt-8192 TA/1A 43.506 35 0 87 0 9 0.89 -
81 wPt-9496 TA/1A 44.571 0 36 0 95 0 0.43 -
82 wPt-0002 TA/1A 46.194 34 0 88 0 9 0.54 -
83 whPt-3572 TA/1A 47.415 0 35 0 88 8 0.78 -
84 wPt-8418 TA/1A 48.927 33 0 98 0 0 0 -
85 wPt-5590 TA/1A 48.961 33 0 94 0 4 0.07 -
86 wPt-0744 TA/1A 49 33 0 95 0 3 0.04 -
87 wPt-2368 TA/1A 50.145 0 36 0 94 1 0.5 -
88 wPt-4172 TA/1A 53.08 34 0 93 0 4 0.21 -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
89 wPt-6273 TA/1A 54.985 38 0 81 0 12 3.05 *
920 wPt-3836 TA/1A 56.18 34 0 90 0 7 0.39 -
91 wPt-0393 TA/1A 59.467 0 34 0 95 2 0.13 -
92 wPt-6668 TA/1A 60.803 37 0 85 0 9 1.85 -
93 wPt-1441 TA/1A 63.229 0 34 0 97 0 0.06 -
94 wPt-4835 TA/1A 70.641 31 0 83 0 17 0.29 -
95 | tPt-512944 TA/1A 72.6 0 31 0 94 6 0 -
96 wPt-4126 TA/1A 97.133 0 30 0 90 11 0 -
97 wPt-8961 TA/1A 104.366 0 28 0 88 15 0.05 -
98 wPt-2208 TA/1A 107.776 0 31 0 88 12 0.07 -
99 | tPt-512820 TA/1A 132.763 0 39 0 88 4 2.21 -
100 | wPt-1310 TA/1A 133.564 33 0 76 0 22 1.62 -
101 wPt-6853 TA/1A 133.786 30 0 91 0 10 0 -
102 | wPt-4489 7A 0 31 0 87 0 13 0.10 -
103 | wPt-1958 7A 13.769 32 0 94 0 5 0.01 -
104 | wPt-7947 7A 13.861 0 44 0 82 5 6.61 *x
105 | wPt-2501 7A 13.861 0 43 0 83 5 5.60 woE
106 | wPt-0745 7A 13.99 32 0 95 0 4 0.00 -
107 | wPt-5533 7A 17.723 0 38 0 92 1 1.24 -
108 | wPt-7919 7A 17.791 0 38 0 92 1 1.24 -
109 | wPt-7763 7A 17.818 0 39 0 90 2 1.88 -
110 | wPt-0494 TA 18.597 0 38 0 90 3 1.50 -
111 wPt-1116 1B 0 0 39 0 81 11 3.60 *
112 | wPt-1139 1B 1.642 0 35 0 83 13 1.37 -
113 | wPt-3176 1B 8.086 0 31 0 100 0 0.12 -
114 | wPt-0655 1B 8.253 0 31 0 97 3 0.04 -
115 | wPt-4366 1B 8.337 0 31 0 100 0 0.12 -
116 tPt-5675 1B 8.448 0 31 0 100 0 0.12 -
117 | wPt-7593 1B 11.429 39 0 86 0 6 2.56 -
118 | wPt-5740 1B 12.112 0 34 0 90 7 0.39 -
119 | wPt-4343 1B 13.147 0 33 0 90 8 0.22 -
120 | wPt-2575 1B 13.566 40 0 81 0 10 4.19 x
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
121 wPt-7371 1B 15.923 0 30 0 87 14 0.03 -
122 | wPt-0966 1B 17.511 42 0 80 0 9 5.78 ok
123 | wPt-9490 1B 25.989 47 0 72 0 12 13.34 Rk
124 | wPt-8267 1B 30.736 41 0 75 0 15 6.62 ok
125 | wPt-7094 1B 32.622 39 0 81 0 11 3.60 *
126 | wPt-2540 1B 32.794 40 0 84 0 7 3.48 *
127 | wPt-8320 1B 33.573 40 0 81 0 10 4.19 woH
128 | wPt-2751 1B 34.073 41 0 85 0 5 3.82 *
129 | wPt-9524 1B 34.225 41 0 88 0 2 3.17 *
130 | wPt-2859 1B 34.657 41 0 78 0 12 5.67 *x
131 wPt-2075 1B 36.23 44 0 70 0 17 11.24 oA A
132 | wPt-7905 1B 36.39 42 0 76 0 13 7.06 ok
133 | wPt-7359 1B 40.541 39 0 75 0 17 5.16 woH
134 | wPt-11939 1B 40.903 43 0 81 0 7 6.19 ox
135 | tPt+-513967 1B 45.827 46 0 75 0 10 10.93 otk
136 tPt-5249 1B 48.046 0 31 0 97 3 0.04 -
137 | wPt-0725 1B 59.029 39 0 82 0 10 3.37 *
138 | wPt-2706 1B 77.423 0 28 0 102 1 0.83 -
139 | wPt-5562 1B 78.87 0 28 0 102 1 0.83 -
140 | wPt-2744 1B 80.516 0 28 0 103 0 0.92 -
141 whPt-7242 1B 82.127 0 28 0 101 2 0.75 -
142 | wPt-5385 1B 82.127 0 28 0 103 0 0.92 -
143 | tPt-513046 1B 82.127 35 0 76 0 20 2.53 *
144 | wPt-3451 1B 86.993 37 0 82 0 12 2.36 -
145 | wPt-1248 1B 101.651 0 34 0 89 8 0.46 -
146 | wPt-6690 1B 108.705 0 36 0 88 7 1.08 -
147 | wPt-8280 1B 108.762 0 36 0 87 8 1.20 -
148 | wPt-0705 1B 111.157 0 34 0 90 7 0.39 -
149 | wPt-3579 1B 111.333 0 34 0 96 1 0.09 -
150 | wPt-5195 2B1 0 0 39 0 83 9 3.16 *
151 wPt-8479 2B1 0.332 0 35 0 85 11 1.11 -
152 | rPt-398598 2Bl 10.242 0 33 0 87 11 0.40 -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
153 tPt-4602 2B1 11.693 35 0 81 0 15 1.66 -
154 tPt-1663 2B1 14.532 0 29 0 94 8 0.13 -
155 | tPt-513188 2B1 15.887 35 0 84 0 12 1.24 -
156 tPt-4246 2B1 17.984 0 30 0 95 6 0.07 -
157 | wPt-2106 2B1 22.507 32 0 82 0 17 0.57 -
158 | wPt-1964 2B1 43.355 29 0 89 0 13 0.01 -
159 | rPt-509730 2B1 46.496 29 0 84 0 18 0.03 -
160 | wPt-4125 2B1 83.789 33 0 92 0 6 0.13 -
161 wPt-7757 2B1 83.884 33 0 92 0 6 0.13 -
162 | wPt-5672 2B1 83.984 34 0 89 0 8 0.46 -
163 | wPt-6192 2B1 84.049 33 0 92 0 6 0.13 -
164 | wPt-5556 2B1 84.098 38 0 92 0 1 1.24 -
165 tPt-9065 2B1 101.051 0 34 0 86 11 0.71 -
166 | wPt-6174 2B1 103.902 0 33 0 94 4 0.07 -
167 | wPt-8548 2B1 103.97 0 33 0 95 3 0.04 -
168 | wPt-2117 2B1 104.043 0 33 0 94 4 0.07 -
169 | wPt-0694 2B2 0 0 42 0 87 2 3.93 ox
170 | wPt-3755 2B2 0.821 0 44 0 80 7 7.27 ok
171 wPt-0697 2B2 2.21 25 0 99 0 7 1.55 -
172 | wPt-1127 2B2 7.424 0 40 0 81 10 4.19 *x
173 | wPt-2899 2B2 13.108 34 0 85 0 12 0.81 -
174 | wPt-4223 2B2 15.469 0 42 0 81 8 549 woE
175 | wPt-9190 2B2 19.113 0 42 0 72 17 8.53 ok
176 | wPt-1068 2B2 21.435 0 40 0 86 5 3.06 *
177 | wPt-3109 2B2 41.514 34 0 75 0 22 2.23 -
178 | wPt-9812 2B2 42.056 0 37 0 92 2 0.93 -
179 | wPt-4166 2B2 42.48 34 0 87 0 10 0.62 -
180 | wPt-8284 3B1 0 6 0 117 0 8 26.56 ook
181 tPt-1366 3B1 5.692 0 52 0 78 1 15.6 Rtk
182 | wPt-4209 3B1 14.579 0 59 0 61 11 37.38 Rtk
183 | wPt-6973 3B1 22.042 0 52 0 79 0 15.09 otk
184 | wPt-8356 3Bl 23.206 30 0 97 0 4 0.13 -
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185 | wPt-1159 3B1 26.007 0 46 0 79 6 9.28 otk
186 | wPt-6802 3B1 33.158 37 0 86 0 8 1.69 -
187 | wPt-1306 3B2 0 0 23 0 102 6 2.9 *
188 | wPt-7514 3B2 1.516 49 0 63 0 19 21 AR
189 | wPt-9488 3B2 3.888 0 27 0 104 0 1.35 -
190 | wPt-9989 3B2 4.086 0 27 0 104 0 1.35 -
191 wPt-0343 3B2 5.85 0 28 0 98 5 0.52 -
192 | wPt-7158 3B2 8.647 46 0 78 0 7 9.68 rotx
193 | wPt-3480 3B2 12.733 0 27 0 95 9 0.54 -
194 | wPt-9786 3B2 13.091 0 27 0 97 7 0.69 -
195 | wPt-7705 3B2 13.393 0 27 0 98 6 0.77 -
196 | wPt-8959 3B2 15.352 0 29 0 99 3 0.38 -
197 | wPt-3342 3B2 18.244 46 0 62 0 23 17.83 Rk
198 | wPt-4991 3B2 19.936 0 31 0 81 19 0.43 -
199 tPt-7209 3B2 22.392 47 0 82 0 2 8.99 ook
200 | wPt-5943 3B2 22.652 47 0 83 0 1 8.63 ook
201 wPt-9368 3B2 23.384 0 25 0 105 1 2.31 -
202 | wPt-8021 3B2 23.4 0 25 0 104 2 2.17 -
203 | wPt-2391 3B2 23.407 0 25 0 104 2 2.17 -
204 | wPt-6956 3B2 23.682 48 0 82 0 1 9.86 ook
205 | wPt-4280 4B 0 0 42 0 89 0 3.48 *
206 | tPt-513652 4B 0.042 0 42 0 88 1 3.70 *
207 | tPt-513338 4B 0.091 0 42 0 86 3 4.17 ox
208 | wPt-1272 4B 0.171 0 42 0 89 0 3.48 *
209 | wPt-1046 4B 21.92 35 0 86 0 10 0.99 -
210 | wPt-9393 4B 47.688 27 0 94 0 10 0.47 -
211 tPt-5519 4B 48.658 29 0 90 0 12 0.03 -
212 | wPt-6149 4B 72.455 0 30 0 92 9 0.01 -
213 | wPt-8796 4B 81.278 0 33 0 97 1 0.01 -
214 | wPt-6209 4B 82.721 0 35 0 93 3 0.38 -
215 | wPt-3605 4B 109.223 0 36 0 87 8 1.20 -
216 | wPt-5265 4B 140.439 35 0 89 0 7 0.69 -
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217 | wPt-0498 5B1 0 38 0 86 0 7 2.11 -
218 | wPt-2607 5B1 18.569 48 0 73 0 10 13.89 otk
219 | wPt-8106 5B1 19.977 0 24 0 101 6 2.24 -
220 | wPt-4936 5B1 25.353 42 0 85 0 4 4.41 ok
221 wPt-5792 5B1 30.582 0 20 0 107 4 5.8 *ox
222 | wPt-5514 5B1 31.685 0 21 0 106 4 4.85 *x
223 tPt-0228 5B1 54.432 0 17 0 97 17 6.19 ox
224 | wPt-5175 5B1 55.283 42 0 88 0 1 3.7 *
225 | wPt-2992 5B1 55.291 38 0 85 0 8 2.28 -
226 | wPt-5346 5B1 55.299 40 0 85 0 6 3.27 *
227 | wPt-5914 5B1 55.322 43 0 75 0 13 8.24 ook
228 | wPt-6348 5B1 55.921 43 0 68 0 20 11.17 roAkwk
229 | wPt-0208 5B1 56.612 45 0 83 0 3 7.04 Ak
230 | wPt-9569 5B1 57.604 0 18 0 109 4 7.94 ook
231 wPt-1465 5B1 57.894 44 0 75 0 12 9.1 ook
232 | wPt-5120 5B1 59.536 0 18 0 102 11 6.4 *x
233 | wPt-3461 5B1 64.645 43 0 86 0 2 4.78 woE
234 | wPt-3844 5B1 64.695 43 0 86 0 2 4.78 woE
235 | wPt-4996 5B1 64.771 43 0 84 0 4 5.31 *x
236 | wPt-3289 5B1 70.704 44 0 81 0 6 6.94 ook
237 | wPt-0643 5B2 0 31 0 95 0 5 0.01 -
238 | wPt-7400 5B2 0.496 0 37 0 93 1 0.83 -
239 | wPt-1110 5B2 0.5 0 37 0 93 1 0.83 -
240 | wPt-6048 5B2 0.504 0 37 0 94 0 0.74 -
241 wPt-6910 SB2 0.508 0 37 0 93 1 0.83 -
242 | tPt-513453 5B2 0.512 0 37 0 93 1 0.83 -
243 tPt-6128 5B2 0.878 32 0 86 0 13 0.28 -
244 | wPt-9406 6B 0 0 37 0 93 1 0.83 -
245 | wPt-6154 6B 0.042 0 36 0 90 5 0.86 -
246 | wPt-4031 6B 0.076 0 37 0 93 1 0.83 -
247 | wPt-3800 6B 0.714 30 0 91 0 10 0.00 -
248 | wPt-6293 6B 0.84 0 35 0 95 1 0.26 -
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249 | tPt-513738 6B 1.882 30 0 94 0 7 0.04 -
250 | wPt-1085 6B 2.069 0 36 0 85 10 1.46 -
251 wPt-4678 6B 4.154 30 0 100 0 1 0.26 -
252 | wPt-8239 6B 6.247 30 0 100 0 1 0.26 -
253 | wPt-0882 6B 8.229 30 0 98 0 3 0.17 -
254 | wPt-8814 6B 19.195 0 32 0 98 1 0.01 -
255 | wPt-4218 6B 49.279 0 36 0 90 5 0.86 -
256 | wPt-6292 6B 49.489 0 36 0 88 7 1.08 -
257 | wPt-2400 6B 52.435 0 38 0 83 10 2.65 -
258 | tPt-513775 6B 53.443 0 38 0 76 17 4.22 *x
259 | wPt-9195 6B 56.083 0 34 0 89 8 0.46 -
260 | wPt-4742 6B 56.873 0 35 0 94 2 0.31 -
261 wPt-7540 6B 57.942 37 0 87 0 7 1.55 -
262 | wPt-6247 6B 60.746 0 36 0 92 3 0.67 -
263 | wPt-9659 6B 62.748 38 0 86 0 7 2.11 -
264 tPt-1723 6B 65.759 0 37 0 83 11 2.18 -
265 | wPt-7426 6B 70.722 42 0 78 0 11 6.40 woE
266 | wPt-8183 6B 74.93 0 37 0 94 0 0.74 -
267 | tPt-513954 6B 75.247 0 36 0 93 2 0.58 -
268 | wPt-2000 6B 75.762 0 37 0 93 1 0.83 -
2609 | wPt-2424 6B 76.19 0 37 0 92 2 0.93 -
270 | tPt-513403 6B 78.841 35 0 88 0 8 0.78 -
271 wPt-6160 6B 78.99 34 0 90 0 7 0.39 -
272 | wPt-2479 6B 85.193 37 0 86 0 8 1.69 -
273 | wPt-2587 6B 85.231 37 0 92 0 2 0.93 -
274 tPt-3689 6B 102.897 32 0 82 0 17 0.57 -
275 tPt-9132 6B 122.336 0 39 0 87 5 2.38 -
276 | wPt-1532 6B 124.36 33 0 77 0 21 1.47 -
277 | wPt-1541 6B 140.324 34 0 90 0 7 0.39 -
278 | wPt-4662 6B 154.961 0 43 0 87 1 4.52 *x
279 | wPt-8551 6B 154.988 0 43 0 84 4 5.32 ox
280 | wPt-5885 6B 155.137 0 42 0 86 3 4.17 x
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281 wPt-9256 6B 156.985 0 42 0 89 0 3.48 *
282 | wPt-9241 6B 158.359 0 40 0 91 0 2.14 -
283 | wPt-1761 6B 158.405 0 40 0 91 0 2.14 -
284 | tPt-514268 6B 158.47 0 40 0 87 4 2.86 *
285 | wPt-3058 7B1 0 0 51 0 70 10 18.98 otk
286 | wPt-8989 7B1 14.169 0 35 0 92 4 0.44 -
287 | wPt-0217 7B1 16.962 0 32 0 99 0 0.02 -
288 | wPt-6104 7B1 17.035 0 32 0 99 0 0.02 -
289 | wPt-9880 7B1 17.123 0 32 0 99 0 0.02 -
290 | wPt-3190 7B1 19.644 0 34 0 80 17 1.42 -
291 wPt-7295 7B1 22.468 0 32 0 99 0 0.02 -
292 | wPt-4038 7B1 24.461 34 0 94 0 3 0.17 -
293 | wPt-4743 7B1 24.518 34 0 95 0 2 0.13 -
294 | wPt-5585 7B1 24.549 34 0 96 0 1 0.09 -
295 | wPt-4820 7B1 25.19 0 31 0 88 12 0.07 -
296 | wPt-4863 7B2 0 0 43 0 74 14 8.62 ook
297 | wPt-1723 7B2 22.463 42 0 86 0 3 4.17 woE
298 | wPt-7318 7B2 22.822 0 28 0 100 3 0.67 -
299 | wPt-8283 7B2 23.627 42 0 88 0 1 3.70 *
300 | wPt-11598 7B2 46.632 0 41 0 80 10 5.09 *x
301 wPt-6463 7B2 53.258 37 0 84 0 10 2.01 -
302 | wPt-4025 7B2 58.063 36 0 80 0 15 2.25 -
303 | wPt-1149 7B2 58.651 0 40 0 86 5 3.06 *
304 | wPt-9467 7B2 74.83 0 60 0 56 15 44.18 otk
305 | rPt-390103 IR 8.964 0 41 0 75 15 6.62 *x
306 | rPt-507968 IR 15.94 21 0 102 0 8 4.12 ox
307 | rPt-506976 IR 19.844 0 47 0 75 9 11.90 otk
308 | rPt-505204 IR 22.78 21 0 105 0 5 4.67 *ox
309 | rPt-411063 IR 26.446 0 47 0 79 5 10.17 ook
310 rPt-4471 IR 31.04 19 0 105 0 7 6.19 *x
311 | rPt-401410 IR 31.836 0 47 0 76 8 11.45 otk
312 | rPt-506135 IR 37.89 19 0 106 0 6 6.40 x
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313 | rPt-402007 IR 46.467 0 47 0 75 9 11.90 otk
314 | rPt-507719 IR 46.471 0 47 0 79 5 10.17 otk
315 | rPt-389887 IR 60.927 0 41 0 82 8 4.56 ok
316 | tPt-513067 IR 62.758 0 46 0 75 10 10.93 rotckwok
317 | rPt-505614 IR 62.803 0 46 0 74 11 11.38 otk
318 | rPt-506896 IR 63.697 21 0 101 0 9 3.95 *x
319 | rPt-401574 IR 65.496 0 44 0 85 2 5.71 woH
320 | rPt-505853 IR 67.062 0 47 0 84 0 8.27 rotx
321 | rPt-399769 IR 67.07 0 47 0 80 4 9.77 ook
322 rPt-1040 IR 67.777 18 0 111 0 2 8.40 ok
323 | rPt-389363 IR 69.938 0 44 0 84 3 6.00 *x
324 | rPt-505936 IR 74.306 20 0 91 0 20 2.89 *
325 | rPt-507504 IR 78.776 20 0 101 0 10 4.63 woH
326 | rPt-389670 IR 83.124 0 46 0 82 3 8.17 ook
327 | rPt-400883 IR 83.193 0 47 0 83 1 8.63 ook
328 | rPt-402101 IR 83.307 0 47 0 83 1 8.63 ook
329 | rPt-400535 IR 83.372 0 47 0 82 2 8.99 ook
330 | rPt-505577 IR 84.871 0 47 0 77 7 11.01 otk
331 | rPt-399397 IR 85.808 0 45 0 82 4 7.37 ok
332 | rPt-389501 IR 86.744 0 47 0 83 1 8.63 ook
333 | rPt-506136 IR 89.14 0 47 0 80 4 9.77 ook
334 | rPt-390177 IR 91.765 25 0 96 0 10 1.21 -
335 | rPt-507990 IR 93.961 0 48 0 81 2 10.26 ok
336 | rPt-506340 IR 132.956 0 45 0 78 8 8.80 ook
337 | rPt-509540 IR 134.204 0 43 0 76 12 7.87 ook
338 | tPt-514285 IR 134.706 0 44 0 84 3 6.00 ox
339 | rPt-389803 IR 136.636 0 46 0 79 6 9.28 ook
340 | rPt-401418 IR 137.429 0 47 0 83 1 8.63 ook
341 | rPt-398831 IR 139.577 0 46 0 76 9 10.50 ook
342 | rPt-399803 IR 140.525 0 45 0 86 0 6.11 *x
343 | rPt-401195 IR 140.541 0 45 0 82 4 7.37 ok
344 | rPt-507452 IR 140.885 0 45 0 85 1 6.41 x
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345 | wPt-9317 IR 141.149 0 42 0 79 10 6.09 *x
346 | rPt-507103 IR 141.165 0 46 0 84 1 7.48 ok
347 | rPt-400290 IR 141.18 0 45 0 83 3 7.04 ok
348 | rPt-507848 IR 141.191 0 46 0 83 2 7.82 ok
349 | rPt-506299 IR 141.222 0 46 0 83 2 7.82 ok
350 tPt-9878 IR 143.642 26 0 97 0 8 0.98 -
351 | rPt-508726 IR 144.84 0 39 0 73 19 5.76 woH
352 | rPt-506878 IR 146.374 0 47 0 82 2 8.99 rotx
353 | rPt-401363 IR 147.83 21 0 96 0 14 3.10 *
354 | rPt-400476 IR 150.271 28 0 97 0 6 0.45 -
355 | rPt-400397 IR 152.054 29 0 94 0 8 0.13 -
356 | rPt-509435 4R 0 0 42 0 79 10 6.09 woH
357 | rPt-505608 4R 3.813 41 0 89 0 1 2.96 *
358 | tPt-513580 4R 6.809 0 33 0 89 9 0.27 -
359 | wPt-4487 4R 11.24 40 0 89 0 2 2.48 -
360 rPt-2478 4R 12.53 40 0 87 0 4 2.86 *
361 | rPt-505625 4R 15.572 0 13 0 94 24 9.42 oK
362 | rPt-507026 4R 18.17 41 0 80 0 10 5.09 woE
363 | rPt-506134 4R 19.27 40 0 90 0 1 2.31 -
364 | rPt-389465 4R 22.898 0 29 0 89 13 0.01 -
365 tPt-3067 4R 24.547 41 0 81 0 9 4.82 oH
366 | rPt-401589 4R 25.494 0 30 0 97 4 0.13 -
367 | rPt-389763 4R 25.826 40 0 90 0 1 2.31 -
368 | rPt-402590 4R 25.96 40 0 81 0 10 4.19 *x
369 | rPt-508693 4R 26.242 40 0 90 0 1 2.31 -
370 | rPt-399305 4R 27.242 0 32 0 92 7 0.04 -
371 | tPt-513858 4R 27.407 0 32 0 93 6 0.02 -
372 | rPt-401029 4R 28.938 39 0 73 0 19 5.76 *ox
373 | rPt-505802 4R 30.232 0 32 0 90 9 0.10 -
374 | rPt-506829 4R 30.262 0 31 0 90 10 0.02 -
375 | rPt-508131 4R 31.69 40 0 79 0 12 4.71 ox
376 | rPt-399323 4R 33.443 0 32 0 91 8 0.07 -
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377 | tPt-513004 4R 36.469 0 31 0 88 12 0.07 -
378 | wPt-8171 4R 36.748 0 27 0 92 12 0.34 -
379 rPt-7987 4R 39.503 40 0 91 0 0 2.14 -
380 | rPt-507289 4R 41.886 0 32 0 91 8 0.07 -
381 | rPt-401544 4R 44.159 40 0 84 0 7 3.48 *
382 | rPt-505244 4R 44.487 0 32 0 90 9 0.10 -
383 | rPt-506686 4R 44.487 0 32 0 88 11 0.18 -
384 | rPt-401048 4R 44.846 41 0 86 0 4 3.59 *
385 tPt-1348 4R 47.922 0 33 0 96 2 0.02 -
386 rPt-8283 4R 48.159 40 0 90 0 1 2.31 -
387 | rPt-506089 4R 48.25 0 31 0 87 13 0.10 -
388 | rPt-401280 4R 48.327 0 32 0 93 6 0.02 -
389 | wPt-7445 4R 51.093 39 0 90 0 2 1.88 -
390 | rPt-402443 4R 51.978 0 32 0 93 6 0.02 -
391 | rPt-506077 4R 56.806 40 0 81 0 10 4.19 *ox
392 | rPt-400634 4R 66.709 0 11 0 98 22 12.92 otk
393 | rPt-5006618 4R 66.972 39 0 87 0 5 2.38
394 | rPt-389827 4R 66.991 39 0 84 0 8 2.95
395 | rPt-508454 4R 67.01 40 0 87 0 4 2.86
396 | rPt-411281 4R 67.01 39 0 89 0 3 2.04 -
397 | rPt-400949 4R 76.303 0 11 0 101 19 13.76 ke
398 | rPt-389383 4R 97.141 34 0 95 0 2 0.13 -
399 | rPt-509404 4R 101.807 0 28 0 99 4 0.59 -
400 | rPt-505489 4R 102.013 0 22 0 93 16 2.11 -
401 | rPt-509402 4R 102.387 0 28 0 96 7 0.39 -
402 | rPt-509321 4R 104.017 34 0 84 0 13 0.92 -
403 | rPt-390419 4R 104.227 0 29 0 84 18 0.03 -
404 tPt-4576 4R 108.643 34 0 88 0 9 0.54 -
405 | rPt-506416 4R 112.495 0 31 0 92 8 0.00 -
406 | rPt-401286 4R 112.964 32 0 96 0 3 0.00 -
407 | rPt-505225 4R 113.193 32 0 98 0 1 0.01 -
408 | rPt-389618 4R 113.285 32 0 99 0 0 0.02 -
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409 | rPt-401945 4R 113.472 32 0 98 0 1 0.01 -
410 | rPt-399521 4R 113.724 32 0 93 0 6 0.02 -
411 tPt-0429 4R 116.532 0 30 0 93 8 0.02 -
412 | rPt-390411 4R 117.456 32 0 92 0 7 0.04 -
413 | rPt-410866 4R 117.624 0 30 0 90 11 0.00 -
414 | rPt-509344 4R 119.682 36 0 83 0 12 1.75 -
415 | rPt-506862 4R 121.962 0 29 0 95 7 0.17 -
416 | rPt-507481 4R 122.703 35 0 88 0 8 0.78 -
417 | rPt-401699 4R 123.195 34 0 76 0 21 2.05 -
418 tPt-4626 4R 123.691 34 0 91 0 6 0.32 -
419 | rPt-508016 4R 123.729 34 0 83 0 14 1.03 -
420 | rPt-508284 4R 123.752 34 0 90 0 7 0.39 -
421 | rPt-401323 4R 124.241 33 0 97 0 1 0.01 -
422 | rPt-389414 4R 125.359 0 33 0 83 15 0.74 -
423 | rPt-508446 4R 125.398 0 33 0 80 18 1.06 -
424 | rPt-509308 4R 126.883 0 33 0 86 12 0.47 -
425 rPt-2841 4R 127.673 33 0 89 0 9 0.27 -
426 | rPt-411344 4R 130.722 0 32 0 96 3 0.00 -
427 | rPt-505852 SR 0 0 16 0 105 10 8.95 ook
428 | rPt-505737 SR 8.073 26 0 83 0 22 0.08 -
429 | rPt-390151 SR 12.101 0 36 0 82 13 1.91 -
430 | rPt-505700 5R 13.407 0 34 0 91 6 0.32 -
431 | rPt-505436 5R 17.573 31 0 86 0 14 0.14 -
432 | rPt-507354 SR 21.981 0 33 0 90 8 0.22 -
433 | rPt-505734 5R 22.645 33 0 84 0 14 0.64 -
434 | rPt-401063 SR 25.251 0 37 0 91 3 1.04 -
435 | rPt-508518 SR 26.411 0 36 0 86 9 1.32 -
436 | rPt-402087 SR 30.136 34 0 85 0 12 0.81 -
437 | rPt-507194 5R 30.765 0 36 0 86 9 1.32 -
438 | rPt-400368 5R 31.491 35 0 84 0 12 1.24 -
439 | wPt-9917 SR 35.714 0 38 0 87 6 1.94 -
440 | rPt-505551 5R 41.225 32 0 91 0 8 0.07 -
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441 | rPt-410863 SR 43.337 0 36 0 79 16 2.44 -
442 | rPt-401500 5R 47.595 30 0 86 0 15 0.05 -
443 | rPt-506246 5R 48.103 30 0 91 0 10 0.00 -
444 | rPt-508895 5R 55.793 0 35 0 88 8 0.78 -
445 | rPt-508323 SR 57.141 41 0 67 0 23 9.68 ootk
446 | rPt-508893 SR 59.474 0 32 0 90 9 0.10 -
447 | rPt-401074 5R 61.9 33 0 85 0 13 0.55 -
448 | rPt-506174 5R 61.9 33 0 88 0 10 0.33 -
449 | rPt-505276 SR 61.942 34 0 88 0 9 0.54 -
450 | tPt-514028 SR 62.858 34 0 83 0 14 1.03 -
451 | rPt-401845 SR 63.656 0 33 0 94 4 0.07 -
452 | rPt-509043 5R 67.181 31 0 91 0 9 0.01 -
453 | rPt-390596 SR 68.082 31 0 89 0 11 0.04 -
454 | rPt-389649 SR 71.419 0 35 0 89 7 0.69 -
455 | rPt-509573 SR 72.304 34 0 90 0 7 0.39 -
456 rPt-2311 SR 73.377 0 34 0 90 7 0.39 -
457 | rPt-509523 SR 79.914 40 0 82 0 9 3.95 woE
458 | rPt-508845 5R 83.193 0 35 0 85 11 1.11 -
459 | rPt-5006262 SR 85.057 37 0 85 0 9 1.85 -
460 | rPt-506005 SR 88.908 39 0 87 0 5 2.38 -
461 | rPt-509605 5R 91.823 33 0 85 0 13 0.55 -
462 | rPt-506901 SR 93.767 35 0 82 0 14 1.51 -
463 | rPt-506572 SR 95.914 41 0 83 0 7 4.30 woE
464 | rPt-398800 SR 0 32 0 87 0 12 0.23 -
465 | rPt-507953 5R 0.088 33 0 84 0 14 0.64 -
466 | rPt-411329 SR 2.039 0 32 0 91 8 0.07 -
467 | rPt-505740 5R 2.261 33 0 92 0 6 0.13 -
468 | rPt-398691 SR 2.467 33 0 92 0 6 0.13 -
469 | rPt-399638 5R 2.642 34 0 92 0 5 0.26 -
470 | rPt-507961 5R 2.646 32 0 94 0 5 0.01 -
471 | rPt-5006718 SR 2.81 0 33 0 94 4 0.07 -
472 | rPt-507000 SR 4.097 33 0 76 0 22 1.62 -
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473 | rPt-410845 5R 24.624 0 33 0 92 6 0.13 -
474 | rPt-507500 5R 32.192 31 0 83 0 17 0.29 -
475 | rPt-390233 5R 44.597 0 28 0 99 4 0.59 -
476 | tPt-513104 5R 45.067 0 28 0 102 1 0.83 -
477 | rPt-399984 SR 45.475 0 28 0 98 5 0.52 -
478 | tPt-514014 5R 45.88 31 0 87 0 13 0.10 -
479 | rPt-506433 SR 45.887 0 28 0 96 7 0.39 -
480 | rPt-400237 5R 46.762 31 0 83 0 17 0.29 -
481 wPt-8731 SR 55.141 30 0 92 0 9 0.01 -
482 rPt-7200 SR 55.236 30 0 88 0 13 0.01 -
483 | rPt-411085 SR 55.282 29 0 88 0 14 0.00 -
484 | rPt-506584 5R 55.373 30 0 90 0 11 0.00 -
485 | rPt-400153 5R 55.419 30 0 94 0 7 0.04 -
486 | rPt-5006128 SR 55.454 30 0 94 0 7 0.04 -
487 | rPt-402644 SR 55.519 30 0 91 0 10 0.00 -
488 | rPt-390294 SR 56.725 0 34 0 84 13 0.92 -
489 | rPt-508925 5R 61.091 0 36 0 94 1 0.50 -
490 | rPt-399290 SR 68.02 0 34 0 88 9 0.54 -
491 | rPt-506050 6R 0 0 37 0 86 8 1.69 -
492 | rPt-506014 6R 3.22 25 0 97 0 9 1.32 -
493 | tPt-514229 6R 6.807 0 37 0 90 4 1.16 -
494 | rPt-398480 6R 11.83 30 0 88 0 13 0.01 -
495 | rPt-505345 6R 20.589 26 0 97 0 8 0.98 -
496 tPt-4479 6R 49.457 0 32 0 92 7 0.04 -
497 | rPt-509330 6R 61.949 37 0 88 0 6 1.41 -
498 | rPt-390577 6R 62.282 0 32 0 96 3 0.00 -
499 | rPt-509249 6R 63.687 0 34 0 92 5 0.26 -
500 | rPt-400302 6R 63.702 0 34 0 89 8 0.46 -
501 | »Pt-400767 6R 63.916 0 34 0 88 9 0.54 -
502 | rPt-398551 6R 65.071 0 37 0 79 15 2.94 *
503 | rPt-389289 6R 66.661 0 34 0 83 14 1.03 -
504 | rPt-389311 6R 67.589 35 0 83 0 13 1.37 -
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505 | rPt-400855 6R 70.662 0 31 0 94 6 0.00 -
506 | rPt-402342 6R 71.261 0 31 0 93 7 0.00 -
507 | rPt-389450 6R 73.025 0 34 0 85 12 0.81 -
508 tPt-7287 6R 76.983 0 35 0 87 9 0.89 -
509 | rPt-401505 6R 78.177 0 36 0 83 12 1.75 -
510 | rPt-505252 6R 80.745 34 0 86 0 11 0.71 -
511 rPt-8205 6R 86.141 0 35 0 89 7 0.69 -
512 | rPt-399777 6R 87.12 0 35 0 93 3 0.38 -
513 | rPt-399587 6R 87.384 0 35 0 93 3 0.38 -
514 | rPt-506099 6R 91.52 0 34 0 81 16 1.28 -
515 | rPt-509333 6R 93.279 0 38 0 83 10 2.65 -
516 | rPt-506178 6R 101.599 32 0 85 0 14 0.34 -
517 | rPt-411335 6R 106.26 0 41 0 85 5 3.82 *
518 | rPt-399242 6R 106.501 0 40 0 77 14 5.27 ox
519 rPt-5060 6R 110.479 28 0 84 0 19 0.00 -
520 | rPt-390413 6R 117.006 0 38 0 81 12 3.05 *
521 | rPt-390495 6R 120.536 33 0 88 0 10 0.33 -
522 | rPt-400800 6R 121.796 0 40 0 87 4 2.86 *
523 | rPt-505267 6R 121.918 0 39 0 90 2 1.88 -
524 | rPt-508374 6R 124.495 0 40 0 87 4 2.86 *
525 | wPt-7108 6R 124.809 0 38 0 86 7 2.11 -
526 | rPt-399855 6R 125.508 0 41 0 79 11 5.38 woE
527 | rPt-401486 6R 125.784 0 40 0 87 4 2.86 *
528 | tPt+-513901 6R 127.686 0 39 0 87 5 2.38 -
529 | rPt-401241 6R 128.235 0 39 0 86 6 2.56 -
530 | rPt-401011 6R 128.626 0 40 0 88 3 2.67 -
531 | rPt-401346 6R 130.659 0 41 0 84 6 4.06 ox
532 tPt-4669 6R 131.747 0 39 0 80 12 3.83 *
533 rPt-7385 6R 136.504 33 0 80 0 18 1.06 -
534 | wPt-9864 6R 142.374 0 28 0 89 14 0.07 -
535 | rPt-398825 6R 155.581 36 0 69 0 26 4.83 ox
536 | tPt-513060 6R 159.833 0 31 0 96 4 0.02 -
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Tabela Z.1.1 Kontynuacja

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
537 | rPt-411235 6R 168.637 31 0 81 0 19 0.43 -
538 | rPt-506473 6R 173.374 0 40 0 86 5 3.06 *
539 | rPt-399597 6R 174.209 0 38 0 86 7 2.11 -
540 | tPt+-513023 6R 174.901 0 39 0 89 3 2.04 -
541 | rPt-401470 6R 175.088 0 39 0 92 0 1.59 -
542 | rPt-402480 6R 175.375 0 39 0 84 8 2.95 *
543 | rPt-508388 6R 176.479 0 41 0 78 12 5.67 woH
544 | rPt-508786 6R 183.175 33 0 76 0 22 1.62 -
545 tPt-7900 6R 195.325 0 33 0 93 5 0.10 -
546 | rPt-399399 6R 199.374 38 0 86 0 7 2.11 -
547 | rPt-505612 6R 201.062 0 33 0 93 5 0.10 -

* - Poziom istotno$ci * - 0.1, ¥* - 0.05, *** - (.01, **** - (0,005, **¥¥% _ (0,001, ****** _(,0005
" _ Liczebnos¢ alleli: A — homozygota typu ‘Grenado’, B — homozygota typu ‘Lamberto’, C — heterozygota lub homozygota typu ‘Lamberto’, D — heterozygota lub homozy-
gota typu ‘Grenado’, M — dane brakujace.

Tabela Z.1.2. Zestawienie oznaczen SSR zlokalizowanych w grupie sprz¢zen 1R dwukierunkowej F, ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’, czgstotliwos¢
wystepowania markerow oraz wyniki analizy segregacji.

Lokalizacja Pozycja na Liczba alleli’ Test Poziom
Nr Marker chromosomie .2 . . e
chromosomowa (cM) A B C D M Chi istotnosci

1 | sem247 IR 0 21 20 18 72 6.4237 | 0.0113 **

2 | semli27 2 IR 53.43 13 0 50 68 0.6402 | 0.4236 -

3 | semli42 IR 76.308 39 0 29 63 11.2941 | 0.0008 Hdkokx

4 | sem2l IR 97.713 12 30 19 70 1.623 0.2027

5 | scm4 IR 101.391 12 24 22 73 5.1724 | 0.0229

6 | seml IR 108.883 12 27 23 69 4.9355 | 0.0263

7 | semi27 1 1R 124.083 17 27 17 70 0.8033 | 0.3701 -

- Poziom istotno$ci * - 0.1, ** - 0.05, *** - 0.01, **** - 0,005, ***** . (0,001, ****** . ().0005
b _ Liczebno$¢ alleli: A — homozygota typu ‘Grenado’, B — homozygota typu ‘Lamberto’, C — heterozygota lub homozygota typu ‘Lamberto’, D — heterozygota lub homozy-
gota typu ‘Grenado’, M — dane brakujace.
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Zalacznik nr 2. Mapa genetyczna genomu A dwukierunkowej populacji F, pszenzyta ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ w poréwnaniu z mapami refe-

rencyjnymi: konsensusowa CIMMYT pszenicy oraz konsensusowa genomu A i B pszenicy twardej — Marone i in. (2012).
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Ryc. Z2.1. Analiza poréwnawcza chromosomow 1A i 3A pomiedzy dwukierunkowa populacja F, pszenzyta ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ (LGL), zin-
tegrowang mapg CIMMYT pszenicy zwyczajnej oraz mapg konsensusowa pszenicy twardej Marone i in. (2012).
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Ryc. Z2.2. Analiza porownawcza chromosomu 2A (grupy sprzezen 2A1 i 2A2) pomigdzy dwukierunkowa populacja F, pszenzyta ‘Lamberto’ i

‘Grenado’ (LGL), zintegrowang mapg CIMMY'T pszenicy zwyczajnej oraz mapa konsensusowg pszenicy twardej Marone i in. (2012).
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Ryec. Z2.3. Analiza porownawcza chromosomow 4A i SA pomiedzy dwukierunkowa populacja F, pszenzyta ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ (LGL), zin-
tegrowang mapa CIMMYT pszenicy zwyczajnej oraz mapa konsensusowg pszenicy twardej Marone i in. (2012).

137



ANEKS

6A CIMMYT

WELT4TS

WPL1664
WP1-0832 wPt-0282

s

wPA016
wPi4255
wPL-0864
WPI-8006 WPt-2636
WPL-0075 wPt.7938
’Lw 7330 wPL-4017
WP 6256 wPLO6S
WPLIS24 WPt BT1T
wPLISTS
wPI-5648 wPt-6904
wPi-5652 wPI-7027
WP1-3605 wPt-0259
L0

[ L3965 wPL7623

8

8

i

IIIIIlIIIrIIIIéIIIIIIIIIIIIIIII

Pl 5691 wPLTESD
wPrae)

WPL0959
WPLQST

3

3

WPLT063

g

B

g

]

WPL-4Z20 WPt 0938
e
| wPt-4443 wPt- 1661

ﬁwﬁﬁms wPt-9976
WPt-8439
WPL1E42

WPLIZ04

i
:

g 3 g g

&

IIIIIlIIII[IIIlIIIIIIIlIIIIIIIlIIIlllIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIII!IIIIIIIII

g

6A1 LGL

wPL42I0
[ [ wPtB4d3

w812

wPL-3524
PLOGER wPl- 7027
$|muw
—2
wPL7663

6A2 LGL

£\

wPt-2582

wPiddds
WPLBITE
WPE11612f
BeT761
103786
wPL8954
WPLTTTS
/s

6A MARONE

XS25MS5(90) wP1-6520
WPLTT54 wPHE396

BO246417 XwmoB30a
Xutv1035 TCBA4B
Xgwem 1009

wPL3091 Xpse62T

wPI-0387 BI261821
WPt 5834 XS5MB0(380)

bt
el
WPL-7599

Lnag 12006
XPISM37(250)
wP1-0820 Xmgb33a
wP1-10845 wPt-11607
XuhvTOT
Xpsra12b Xmag1415
Xoarcd

100

110

120

130

140

150

160

170

180

190

7A CIMMYT

L

wPt-5926
wPt-6034

wPt-2678

wPt-0008 wPt-7034
-357.

wPt-4880

wPt-7734
wPt-1510

wPt-0205

wPt-3393

wPt-4637

wPt-4796 wPt-4744
wPt-3992h
wPt-1974
wPt-7785
wPt-0433

wPt-9808

wPt-3226

wPt-2260

wPt-5533 wPt-6019
wPt-1023 wPt-4220
wPt-7763 wPt-6495
wPt-7947 wPt-2501
wPt-0689¢

7A1 LGL

-

wPt-0744 wP{-8418
wPt-5590 wPt-0393
wPt-3836

wPt-9496
wPt-0002

wPt-3572
wPt-8192
wPt-2523
wPt-6668
wPt-2368
wPt-4172
wPt-6273
wPt-3964
tPt-513474
wPt-4748
tPt-514247
tPt-512944
rPt-4199
wPt-2044

wPt-9207
WPt-6447 wPt-3561
wPt-4835

wPt-4126
wPt-8961

7A2 LGL

wPt-4489
|th-1958 wPt-794

/| wPt-2501 wPt-074
| wPt-5533 wPt-791

R |wpt-7763
e WPt-0494

7A MARONE

wPt-7830
|tPt-9948 wPt-8418
wPt-6184

wPt-5092 tPt-6794
wPt-5257 wPt-5101
wPt-7274

wPt-8149 wPt-3059
wPt-2523 wPt-8043
wP1-6967 wPt-3572
wPt-1885

wPt-9481

wPt-2178
Xgwm735
| wPt-1441 wPt-0393
wPt-9207 wPt-7653a
wPt-3135
wPt-5964
wPt-3648

Xbarc70 wPt-7491
Xwmcd79
wPt-6824
XgwmB34a
wPt-11672
wPt-7188
wPt-4714

TC67645

Xgwme0
wPt-1163

| wPt-7299 wPt-7785
| wPt-1974 Xgwm130
wPt-9314

| wPt-7734 wPt-9796
wPt-3883

wPt-7214

wPt-4345

wPt-1917

wPt-1080

wPt-7076 wPt-5232
wPt-0288 wPt-3373
TC77994

Xwmc405¢

TC77993

Ryc. Z2.4. Analiza porownawcza chromosoméw 6A (grupy sprzezen 6Al i 6A2) oraz 7A (grupy sprzgzen 7A1 1 7A2) pomiedzy dwukierunko-
wa populacja F, pszenzyta ‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ (LGL), zintegrowang mapg CIMMYT pszenicy zwyczajnej oraz mapg konsensusowg pszeni-
cy twardej Marone i in. (2012).
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Zalacznik nr 3. Mapa genetyczna genomu B dwukierunkowej populacji F, pszenzyta ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ w poréwnaniu z mapami refe-

rencyjnymi: konsensusow3 pszenicy - CIMMYT oraz mapa konsensusowa genomu A i B pszenicy twardej autorstwa Marone i in. (2012).

1B CIMMYT 1BLGL 1B MARONE 2B CIMMYT 2B1LGL 2B MARONE

D

[l

Ryc. Z3.1. Analiza pordwnawcza chromosomow 1B oraz 2B (grupy sprzezen 2B1 i 2B2) pomigdzy dwukierunkowa populacja F, pszenzyta
‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ (LGL) zintegrowang mapa CIMMYT pszenicy zwyczajnej oraz mapa konsensusowa pszenicy twardej Marone 1 in.
(2012).
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Ryec. Z3.2. Analiza porownawcza grup sprzezen chromosomu 3B — 3B1 1 3B2, pomigdzy dwukierunkowg populacja F, pszenzyta ‘Lamberto’ i

‘Grenado’ (LGL) zintegrowang mapa CIMMYT pszenicy zwyczajnej oraz mapa konsensusowa pszenicy twardej Marone i in. (2012).
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Ryc. Z3.3. Analiza porownawcza chromosoméw 4B i 5B, pomiedzy dwukierunkowa populacja F, pszenzyta ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ (LGL) zin-
tegrowang mapg CIMMYT pszenicy zwyczajnej oraz mapg konsensusowg pszenicy twardej Marone i in. (2012).
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Ryc. Z3.4. Analiza porownawcza chromosoméw 6B oraz 7B (grupy sprzezen 7B1 i 7B2), pomiedzy dwukierunkowa populacja F, pszenzyta

‘Lamberto’ 1 ‘Grenado’ (LGL) zintegrowang mapa CIMMYT pszenicy zwyczajnej oraz mapa konsensusowa pszenicy twardej

(2012).
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Zalacznik nr 4. Mapa genetyczna genomu R dwukierunkowej populacji F, pszenzyta ‘Lam-

berto’ i ‘Grenado’ w poréownaniu z mapami referencyjnymi: mapa zyta ozimego L318%L9
[BOLIBOK-BRAGOSZEWKA i in. 2009] oraz mapa pszenzyta ‘Saka3006’x’Modus’ — SxM

[TYRKA i in. 2011].

1R L318xL9

PH-400354

P-372479

P1-389469

Pt-505954

rPL-400552 1P1-509704

(P1-398554 (P1-507281

SCMO127

(PL505546

P1-390030

rPt-508480 rP1-399801

1505264 1P1-508130

(P1-398632 P1-506100

PL-508942_3R

PI-507256 1P1-505748

10 P1-300638

(PtE6654 P1-348408

rPt-389787

20 (P-506360

P1-506392

J//iAPra11082_1R" P506461_1R"

J// - rt-508856°

Pt-400537*

P1507902*

P1-398824" (PI411340°

rPt-401003*

/B |Pt-506349" Pr-509306"
P1500453" rPI50STE1"
(PLI9BTTT* (PL50S310.
Pt-507209" rP1-410037
(PI-509060° (P1-402212"

80 rPL507554*

P1-506542" (P1-390508"

P1-309758"

b P1-507689" (PI-380406"

rP1500541*

»
s

3

2
T

SCMe®

Pt500191

PL-506296_1R rP1-402365 1R
P-500184

rPL-400866 P1-400399
rPt-506649

PL401772

rPt-505454 P1-309310

(PL-390954" P1-507414°
(PI-300781* 1P1-507903"
rPL-507253" rP1-372637"
| £P1-506076" P1-507084"
rP1-402379°
(P-508822_1R" P1401475_1R"
rPL-507537 1R" rPr505603 1R
120 PL-401752_1R* P1-508306"
347184 1R*

rPL505185_1R"

130 = rPt-3997897

— (PL-199582" (P1-346752"
rPt-399269°

140 rPL-398500°

(W1 Pt-300776° (P1-509310_1R*

(- Pt-400946°

rPL506173" P1-119504"

(Pt-401935" (P1-505623_1R"

rPL401356

(PL-389448° (P1-507726"

(Pi-401144° P1-346728°

(PL-398768"

rPt-401644"

rPL401384

rPt-390723 rP1-500474

(P1-390272 P1-348550

SCMO107*

2

(PL508122 P1-346896

401531

(P-401246 P1-506092

rPL-400461 1P1-506666

(PL-507063

i rPi500362

(PI-508375 P1507167*

P1500026*

rPL-507005 1P1-309754

(P1-401803 1P1509475

P1-505300

rP1-309972

(P1-402402 1P1-401014

| 1P1-399840

(PL-389667 1P1-505839

P1-380668 1P1-506506

P1-400138

(P1-506629 1P1-507254

Pt-508330

P1-402551*

rPL-390516

rP401610_1R"

rP-347901_1R*

PL402642°

PL507059* P1-402080*

(P1-109564_1R rP1-398626

505873 1R

(PI-380364_1R

P1-400374_1R rP1-508071

- Pi3a7149

P1-508520

rPL-400754

66517

(PL-399701 PI400717

P-401819

(PL-507650 P1-507780

PL402043

PL-390726

L P.507090_1R*
(P1-300965_1R" P1402428_1R"

P40 PL400044"

(PI-347154° (PI-505193"

SCM0171

(PL-509498° (P1-411074"

rP1-343877*

(\\|4rPt-505564* rPr-507993*

rP1-389346 1P1-389290

248
154

P-390261
rPt-400053 P1-400051
Pt-399831

1IRLGL

sem247

1390103

P1507966

P1-506976
PL505204
P411063

P14474
[ rP1401410

P1506135
P1-402007 P1-S07T10
sem127

/ P1-389687
_— 1P1513067 (P150S614
506896
P1401574
P1-505853 (P1-399769
-1040

1P1-389363

P1505936

scm142

PL507504

1P1-389670 rP1-400883
P1-402101 rP1-400535
P1505577

1P1:369397

sem1
sem127_1

1P1506340

1P1.509540

1P1-514285

1P1-380803 (P1401418
P1-308831

1P1-399803 P1-401195
1P1-507452 wPt-9317
1PL507103 P1-400290
(P1507848 P1-506299
PLO8TE

P1508726

P1-400397

4R L318xL9

4R LGL

4R SxM

Ryc. Z4.1. Analiza porownawcza chromosoméw 1R 1 4R pomiedzy dwukierunkowg popula-
cja F» pszenzyta ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ (LGL), mapg Zyta ozimego — L318xL9 [BOLIBOK-
BRAGOSZEWKA 1 in. 2009], oraz mapa pszenzyta ‘Saka3006’x’Modus’ — SXM [TYRKA 1

in. 2011].
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Ryc. 7Z4.2. Analiza porownawcza chromosomu 5R (grupy sprz¢zen 5R1 1 5R2) oraz 6R po-
miedzy dwukierunkowa populacja F, pszenzyta ‘Lamberto’ i ‘Grenado’ (LGL), mapa zyta
ozimego — L318xL9 [BOLIBOK-BRAGOSZEWKA i in. 2009], oraz mapa pszenzyta ‘Sa-
ka3006’x’Modus’ — SxM [TYRKA i in. 2011].
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